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0 Precede d'obtention d'ADN, ARN, peptides, polypeptides ou prolines, par une technique de 
recombinaison d'ADN. 



© Pour I'obtention d'un ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou prolines capable de catalyser une 
sequence de reactions chimiques conduisant a la 
formation d'au moins un compost d£sire\ on produit 
une bibliotheque de genes au moins partiellement 
2f constituSs de polynucleotides synth^tiques stochas- 
tiques, on amplifie ces genes et on effectue un 
criblage de facon a identifier une plurality de genes 
J§ capables d'§tre exprim^s sous forme d'un ensemble 
de peptides, polypeptides ou prolines ayant I'apti- 
2 tude catalytique d^sir^e. d&inie ci-dessus. On utilise 
Ifj ensuite I'information g6n6tique ainsi obtenue pour 
produire un ensemble de peptides, polypeptides ou 
^ prolines ayant tadite aptitude catalytique. On peut 
&. finalement utiliser cet ensemble pour la production 
UJ d'un compost chimique, eVentuellement nouveau, 
ayant une propri&e* donnge. 
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La presente invention a pour objet un procede 
d'obtention d'ADN, ARN, peptides, polypeptides ou 
proteines, au moyen de cellules-hotes modifiees 
contenant des genes capables d'exprimer ces 
ARN, peptides, polypeptides ou proteines, c'est-a- 
dire en utilisant une technique de recombinaison 
d'ADN. 

L'invention vise notamment a produire des ge- 
nes ou fragments de genes stochastiques, de fa- 
con a permettre I'obtention simultanee. apres 
transcription et traduction de ces genes, d'un tres 
grand nombre (de t'ordre de dix mille au moins) de 
proteines completement nouvelles ou hybrides de 
proteines connues, en presence de cellules-hotes 
(souches bacteriennes ou eucaryotes) contenant 
les genes respectivement capables d'exprimer ces 
proteines et d'effectuer ensuite une selection ou 
criblage parmi lesdites souches, en vue de deter- 
miner celles qui produisent des proteines presen- 
tant des proprietes desirees, par exemple des pro- 
prietes structurelles enzymatiques, catalytiques, 
antigeniques, pharmacologiques, ou des proprietes 
de ligand, et plus generalement, des proprietes 
chimiques, biochimiques, biologiques, etc. 

L'invention a e'galement pour but de permettre 
Tobtention de sequences d'ADN ou d'ARN presen- 
tant des proprietes utili sables, notamment des pro- 
prietes chimiques, biochimiques ou biologiques. 

On comprend done que l'invention est suscep- 
tible de recevoir de tres nombreuses applications, 
dans des domaines tres varies de la science, de 
Tindustrie et de la medecine. 

Le procede de production de peptides ou poly- 
peptides selon Tinvention est caracterise en ce que 
I'on produit simuitanement, au sein d'un meme 
milieu, des genes au moins partiellement compo- 
ses de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
que Ton introduit ies genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, que Ton cultive simuitanement les 
souches independantes de cellules-hotes modi- 
fiees renfermant ces genes, de maniere a doner 
les genes stochastiques et a provoquer ta produc- 
tion des proteines exprimees par chacun de ces 
genes stochastiques, que Ton effectue le criblage 
et/ou la selection des souches de cellules-hotes 
modifiees de tagon a identifier les souches produi- 
sant des peptides ou polypeptides ayant au moins 
une propriete donnee, que I'on isole les souches 
ainsi identifiers et qu'on les cultive de facon a 
produire au moins un peptide ou polypeptide ayant 
tadite propriete. 

Conformement a un premier mode de mise en 
oeuvre de ce procede, on produit les genes par 
copolymerisation stochastique des quatre sortes de 
deoxyphosphonucleotides A, C, G et T a partir des 
deux extremes d'un vecteur d'expression preala- 
blement linearise, puis formation d'extremites co- 
hesives de tagon a former un premier brin d'ADN 



stochastique, constitue d'une molecule du vecteur 
d'expression possedant deux sequences stochasti- 
ques dont les extremites 3' sont compiementaires, 
suivie de la synthese du second brin de cet ADN 

s stochastique. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre. 
on produit les genes par copolymerisation stochas- 
tique d'oligonucleotides sans extremites cohesives, 
de tacon a former des fragments d'ADN stochasti- 

10 ques, suivie de la ligation de ces fragments a un 
vecteur d'expression prealablement linearise. 

Le vecteur d'expression peut etre un plasmide, 
notamment un plasmide bacterien. D'excellents re- 
sultats ont ete obtenus en utilisant, comme vecteur 

ts d'expression, le plasmide pUCB. 

Le vecteur d'expression peut egalement etre 
un ADN viral ou un hybride de plasmide et d'ADN 
viral. 

Les cellules-hotes peuvent etre des cellules 
20 procaryotes telles que les cellules HB 101 et C 
600, ou des cellules eucaryotes. 

Lorsque Ton procede conformement au deuxie- 
me mode de mise en oeuvre susmentionne, on 
peut utiliser des oligonucleotides tormant un grou- 
25 pe d'octameres palindromiques. 

Des resultats particulierement bons sont obte- 
nus en utilisant le groupe d'octameres palindromi- 
ques suivant : 

30 5 ' GGAATTCC 3' 

5 1 GGTCGACC 3' 
5 1 CAAGCTTG 3 1 

35 5 1 CCATATGG 3' 

5' CATCGATG 3 1 

40 On peut egalement utiliser des oligonucleotides 
formant un groupe d'heptameres palindromiques. 

De tres bons resultats sont obtenus en utilisant 
le groupe d'heptameres palindromiques suivant : 

45 5 1 XTCGCGA 3 1 

5' XCTGCAG 3 1 
5 1 RGGTACC 3 1 

50 

ou X = A, G, C ou T et R = A ou T. 

Conformement a un mode de mise en oeuvre 
particulierement avantageux, I'on isole et purifie 
55 I'ADN transiormant des plasmides provenant d'une 
culture de souches independantes de cellules-ho- 
tes modifiees obtenues en procedant de ta maniere 
specifiee ci-dessus, puis I'on provoque la coupure 
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de I'ADN purifie au moyen d'au moins un enzyme 
de restriction correspondent a un site specifique de 
coupure en2ymatique present dans ces octameres 
ou heptameres palindromiques mais absent du 
vecteur d'expression utilise, cette coupure 6tant 
suivie de I'inactivation de I'enzyme de restriction, 
et I'on traite ensuite simultanement Tensemble des 
fragments d'ADN stochastiques linearises, ainsi ob- 
tenus, par la T4 DNA ligase, de fagon a creer un 
nouvel ensemble d'ADN contenant des sequences 
stochastiques nouvelles, ce nouvel ensemble pou- 
vant done contenir un nombre de genes stochasti- 
ques superieur au nombre de genes de I'ensemble 
initial, et on utilise ce nouvel ensemble d'ADN 
transformant pour modifier des cellules-hotes et 
doner les genes, et, finalement, on crible et/ou on 
selectionne et on isole les nouvelles souches de 
cellules-hotes transformers et finalement, on les 
cultive de fagon a produire au moins un peptide ou 
polypeptide, par exemple une proteine nouvelle. 

La propriety servant de critere de selection des 
souches de cellules-hotes peut etre I'aptitude des 
peptides ou polypeptides, produits par cette sou- 
che, a catalyser une reaction chimique donnee. 

Par exemple, pour la production d'une plurality 
de peptides et/ou polypeptides, ladite propriete 
peut etre I'aptitude a catalyser une sequence de 
reactions conduisant d'un groupe initial donne de 
composes chimiques a au moins un compose ci- 
ble. 

En vue de la production d'un ensemble consti- 
tue d'une pluralite de peptides et/ou polypeptides 
reflexivement autocatalytiques, ladite propriete peut 
etre I'aptitude de catalyser la synthese de cet 
ensemble lui-meme a partir d'acides amines et/ou 
d'oligopeptides, dans un milieu approprie. 

Ladite propriete peut egalement etre I'aptitude 
a modifier selectivement les proprtetes chimiques 
et/ou biologiques d'un compose donne, par exem- 
ple I'aptitude a modifier selectivement I'activite ca- 
talytique d'un polypeptide. 

Ladite propriete peut aussi etre I'aptitude a 
simuler, inhiber ou modifier au moins une fonction 
biologique d'au moins un compose biologiquement 
actif, choisi, par exemple, parmi les hormones, les 
neurotransmetteurs, les facteurs d'adhesion ou de 
croissance et les regulateurs specifiques de la re- 
plication de I'ADN et/ou de la transcription et/ou de 
la traduction de TARN. 

Ladite propriete peut etre, egalement, I'aptitude 
du peptide ou polypeptide a se lier a un ligand 
donne. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation 
du peptide ou polypeptide obtenu par le procede 
specifie ci-dessus pour la detection et/ou la titration 
d'un ligand. 

Conformement a un mode de mise en oeuvre 
particulierement avantageux, le critere de selection 



de la souche de cellules-hotes modifiee est I'aptitu- 
de des peptides ou polypeptides a simuler ou 
modifier les effets d'une molecule biologiquement 
active, par exemple une proteine, et Ton effectue le 

5 criblage et/ou la selection de la souche de cellules- 
hotes modifiee produisant au moins un peptide ou 
polypeptide ay ant cette propriete en preparant des 
anticorps contre cette molecule active, et en utili- 
sant ces anticorps, apres leur purification, pour 

10 identifier les souches contenant ce peptide ou po- 
lypeptide, puis en cultivant les souches ainsi identi- 
fies et en separant et en purifiant le peptide ou 
polypeptide produit par ces souches, et, finale- 
ment, en soumettant ce peptide ou polypeptide a 

75 un essai in vitro pour verifier qu'il presente bien 
I'aptitude a simuler ou modifier les effets de ladite 
molecule. 

Conformement a un autre mode de mise en 
oeuvre du procede selon l'invention, la propriete 
20 servant de critere de selection est d'avoir au moins 
un epitope semblable a Tun des epitopes d'un 
antigene donne. 

L'invention porte egalement sur les polypepti- 
des obtenus par le procede specifie ci-dessus, et 
25 utilisables comme substance active chimiothera- 
peutique. 

En particulier, dans le cas ou ledit antigene est 
I'EGF, ('invention permet I'obtention de polypepti- 
des utilisables pour le traitement chimiotherapeuti- 
30 que des epitheliomes. 

Selon une variante du procede, I'on identifie et 
isole les souches de cellules-hotes modifiees pro- 
duisant les peptides ou polypeptides ayant la pro- 
priete desiree par chromatographic d'affinite sur 
35 anticorps correspondant a une proteine exprimee 
par la partie naturelle de I'ADN hybride. 

Par exemple, dans le cas ou la partie naturelle 
de I'ADN hybride contient un gene exprimant la 
galactosidase. Ton peut avantageusement identifier 
40 et isoler lesdites souches de cellules-hotes modi- 
fiees par chromatographie d'affinite sur anticorps 
anti-/3-galactosidase. 

Apres expression et purification des peptides 
ou polypeptides hybrides, on peut separer et isoler 
45 leurs parties nouvelles. 

L'invention porte egalement sur une application 
du procede specifie ci-dessus pour la preparation 
d'un vaccin, cette application etant caracterise par 
le fait que i'on 

50 isole des anticorps contre un agent pathogene, par 
exemple des anticorps formes apres injection de 
cet agent pathogene dans I'organisme d'un animal 
capable de former des anticorps contre cet agent, 
et on utilise ces anticorps pour identifier les clones 

55 produisant au moins une proteine ayant au moins 
un epitope semblable a I'un des epitopes de 
I'agent pathogene, on cultive les souches de cellu- 
les-hotes modifiees correspondant a ces clones, 
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de fagon a produire cette proteins, on isole et 
purifie cette proteine a partir des cultures de ces 
souches de cellules, et on utilise cette proteine 
pour !a production d'un vaccin contre I'agent patho- 
gene. 

Par exemple, pour la preparation d'un vaccin 
anti-HVB, Ton peut extraire et purifier au moins une 
proteine de capside de virus HVB, injecter cette 
proteine dans Porganisme d'un animal capable de 
former des anticorps contre cette proteine, recueil- 
lir et purifier les anticorps ainsi formes, utiliser ces 
anticorps pour identifier les clones produisant au 
moins une proteine ayant au moins un epitope 
semblable a I'un des epitopes du virus HVB, culti- 
ver les souches de cellules-notes modifiees corres- 
pondant a ces clones, de fagon a produire cette 
proteine, isoler et purifier cette proteine a partir des 
cultures de ces souches de cellules, et utiliser 
cette proline pour la production d'un vaccin anti- 
HVB. 

Avantageusement, conformSment a un mode 
de mise en oeuvre du procede selon l'invention, 
les cellules-notes consistent en bacteries du genre 
Escherichia coli dont le genome ne contient ni le 
gene naturel exprimant la jS-galactosidase, ni le 
gene EBG, c'est-a-dire des bacteries E. coli (Z~, 
EBG"), on cultive les cellules-hotes modifiees en 
presence du milieu X-gal et de Cinducteur IPTG, 
que Ton detecte, dans le milieu de culture, les 
clones positifs pour la fonction 0-galactosidase, et, 
finalement, on transplante ensuite cet ADN dans 
une souche de cellules-hotes appropriee a la cultu- 
re en grande quantite en vue de la production 
industrielle d'au moins un peptide ou polypeptide. 

La propriete servant de critere de selection des 
souches de cellules-hotes transformees peut ega- 
lement etre I'aptitude, des polypeptides ou protei- 
nes, produites par culture de ces souches, a se lier 
a un compose donne. 

Ce compose peut etre, notamment, avantageu- 
sement choisi parmi les peptides, les polypeptides 
et les proteines, notamment les proteines regulatri- 
ces de t'activite de transcription de I'ADN. 

D'autre part, ledit compose peut egalement 
etre choisi parmi les sequences d'ADN et d'ARN. 

L'invention a egalement pour objet les protei- 
nes obtenues dans le cas ou la propriete servant 
de critere de selection des souches de cellules- 
note transformees constste precisement dans Pap- 
titude de ces proteines a se lier a des proteines 
regulatrices de Pactivite de transcription de ['ADN, 
ou encore a des sequences d'ADN ou d'ARN. 

L'invention a, en outre, pour objet I'utilisation 
d'une proteine, obtenue dans le premier cas parti- 
culier qui vient d'etre mentionne, comme sequence 
cis-regulatrice de la replication ou la transcription 
d'une sequence d'ADN voisine. 



D'autre part, l'invention a egalement pour objet 
I'utilisation des proteines obtenues dans le second 
cas particulier susmentionne pour modifier les pro- 
prietes de transcription ou de replication d'une 

5 sequence d'ADN, dans une cellule contenant cette 
sequence d'ADN, et exprimant cette proteine. 

L'invention a egalement pour objet un procede 
de production d'ADN, caracterise* par le fait que 
Con produit simultanement, au sein d'un meme 

;o milieu, des genes au moins partiellement compo- 
ses de polynucleotides synth&iques stochastiques, 
que Ton introduit les genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, de fagon a produire un ensemble 
de cellules-hotes modifies, que Ton effectue un 

15 criblage et/ou une selection de cet ensemble, de 
fagon a identifier les cellules notes qui renferment 
dans leur genome des sequences stochastiques 
d'ADN presentant au moins une propriete desiree, 
et I'on isole finalement PADN a partir de cultures 

20 des cellules-hotes ainsi identifies. 

L'invention a, en outre, pour objet un procede 
de production d'ARN, caracterise par le fait que 
Con produit simultanement, au sein d'un meme 
milieu, des genes au moins partiellement compo- 

25 ses de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
que Ton introduit les genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, de fagon a produire un ensemble 
de cellules-hotes modifiees, que I'on cultive simul- 
tanement les souches independantes de cellules- 

30 notes modifiees ainsi produites, que I'on effectue 
un criblage et/ou une selection de cet ensemble, 
de fagon a identifier les cellules-hotes qui renfer- 
ment des sequences stochastiques d'ARN presen- 
tant au moins une propriete desiree, et que Ton 

35 isole I'ARN a partir de cultures de cellules-hotes 
ainsi identifies. 

Ladite propriete peut etre, avantageusement, 
I'aptitude a se lier a un compose donne, qui peut 
etre, par exemple, un peptide, un polypeptide ou 

40 une proteine, ou bien I'aptitude a catalyser une 
reaction chimique donnee, ou encore la propriete 
d'etre un ARN de transtert. 

On va maintenant decrire, plus en details, le 
procede selon l'invention , ainsi que certaines de 

45 ses applications, en se niferant a des exemples, 
non limitatifs, de mise en oeuvre. 

Tout d'abord, on va decrire des modes opera- 
toires particulierement avantageux pour effectuer la 
synthese de genes stochastiques et P introduction 

so de ces genes dans des bacteries, de maniere a 
produire des souches de bacteries transformees. 

I) Synthese directe sur un vecteur d'expression 

55 a) Lineansation du_ vecteur 

30 ug (c'est-a-dire approximativement 10' 3 
molecules) du vecteur d'expression pUC8 sont li- 
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nearises par incubation pendant 2 heures a 37" 
(avec 100 unites de I'enzyme de restriction Pstl 
dans une volume de 300 ul du tampon standard 
approprie. Le vecteur linearise est traite au phenol- 
chloroforme puis precipite a I'ethanol, repris dans 5 
un volume de 30 ul et charge" sur un gel d'agarose 
a 0,8 %, en milieu standard TEB. Apres migration 
dans un champ de 3V/cm pendant trois heures, le 
vecteur lineaire est electroelue, precipite a I'ethanol 
et repris dans 30 ul d'eau. 10 

b) Syjitjiese _stochastique_ par J'enzyme Term in al- 
T r a ns -fe r a s e_ ( T d_T ) 

On fait reagir 30 ug du vecteur linearise avec is 
30 unites de TdT dans 300 ul du tampon appro- 
prie, pendant deux heures, a 37 'C, en presence 
de ImM de dGTP, ImM de dCTP, 0,3mM de dTTP 
et ImM de dATP: On choisit une concentration 
plus basse de dTTP, dans le but de diminuer la 20 
frequence des codons "stop" dans TARN messa- 
ger correspondant. Un resultat semblabfe, quoique 
moins favorable, peut etre obtenu en utilisant une 
concentration plus basse pour le d'ATP que pour 
les autres deoxynucleotides triphosphates. Le pro- 25 
gres de la reaction de polymerisation sur Textremi- 
te 3* des sites Pst I est suivi par 1'analyse sur gel 
de parties aliquotes prelevees en cours de reac- 
tion. 

Lorsque la reaction atteint ou depasse une 30 
valeur moyenne de 300 nucleotides par extremite 
3', elle est interrompue et les nucleotides libres 
sont separes du polymere par precipitation diff£- 
renttelle ou par passage sur tamis moleculaire du 
type Biogel P60. Apres concentration par precipita- 35 
tion a I'ethanol, le polymere est soumis sequentiel- 
lement a une polymerisation supplemental par 
TdT en presence de dATP d'abord, puis de dTTP. 
Ces deux dernieres reactions sont separees par 
une filtration sur gel et conduites pendant des 40 
temps courts (30 secondes a 3 minutes), de ma- 
niere a aboutir a I'addition s^quentielle de 10-30A, 
suivis de 10-30 T a T extremite 3' des polymeres. 

c) Syn these du second bri n_ deJ'AD N stoc hasti q_ue 45 

Chaque molecule de vecteur possede, a Tissue 
des operations precedentes, deux sequences sto- 
chastiques dont les extremites 3' sont complemen- 
taires. Le melange de polymeres est alors incube 50 
dans des conditions favorisant Thybridation de ces 
extremites complementaires (150 mM Nacl, 10 mM 
Tris-HCI, pH 7,6 ( 1 mM EDTA, a 65'C, pendant 10 
minutes, puis abaissement de la temperature jus- 
qu'a 22 °C, a raison de 3 a 4'C/heure). Les poly- 55 
meres hybrides sont alors soumis a Taction de 60u 
du grand fragment de la polymerase I (Klenow) en 
presence des quatre nucleotides triphosphates 



(200mM) a 4°C, pendant deux heures. Cette etape 
realise la synthese du second brin a partir de 
Textremite 3' des polymeres hybrides. Les mole- 
cules resultant de cette synthese directe a partir 
d'un vecteur linearise sont alors utiiisees pour 
transformer des cellules compelentes. 

d) Transformation d e s_ s ouch es_com pete rites 

100 a 200 ml de cellules competentes HB101 
ou C600, a la concentration de 10 10 cellules/ml, 
sont incubes avec la preparation d'ADN stochasti- 
que, en presence de 6m M CaCb, 6 mlvl Tris-Hcl, 
pH8, 6 mM MgCI 2l pendant 30 minutes, a 0'C. Un 
choc thermique de 3 minutes a 37 "C est impose 
au melange, suivi par Taddition de 400-800 ml de 
milieu de culture NZY, sans antibiotique. La culture 
transformed est incubee a 37 0 C pendant 60 minu- 
tes, puis diluee a 10 litres par addition de milieu 
NZY contenant 40 ug/ml d'ampicilline. Apres 3 a 5 
heures d'incubation a 37 *C, la culture amplifiee 
est soumise a une centrifugation, et le culot des 
cellules transformers est lyophilyse et conserve a 
-70 "C. Une telle culture comprend de 3 x 10 7 a 
10 B transformants ind^pendants, contenant chacun 
un gene stochastique unique insere dans un vec- 
teur d'expression. 

it) Synthese de genes stochastiques a partir d'oli- 
gonucieotides sans extremites cohesives 

Ce mode operatoire est fonde sur le fait que la 
polymerisation d'oligonucleotides pafindromiques 
judicieusement choisis permet d'assembler des ge- 
nes stochastiques ne comportant aucun codon 
"stop 1 * dans chacun des six cadres de lecture 
possibles, tout en assurant une representation 
equilibree de triplets specif iant tous les acides ami- 
nes. Par ailleurs, et pour eviter la repetition . de 
motifs de sequences dans la proline resultante, 
les oligonucleotides penvent comporter un nombre 
de bases qui n'est pas un multiple de trois. 
L'exemple suivant decrit Tutilisation d'une combi- 
naison possible d'oligonucleotides qui remplit ces 
c rite res : 

a) Choix d'un groupe d'octameres 

Le groupe d'oligonucleotides suivant : 

5 1 GGAATTCC 3 1 

5' GGTCGACC 3 1 

5 ! CAAGCTTG 3 1 

5 ! CCATATGG 3 1 

5 f CATCGATG 3' 
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est compose" de 5 palindromes (done autocomple- 
mentaires) dont il est facile de verifier que leur 
polymerisation stochastique n'engendre pas de co- 
don "stop" et specif ie tous les acides amines. 

Bien entendu, on pourrait egalement utitiser 
d'autres groupes d'octameres palindromiques n'en- 
gendrant pas de codons "stop" et specifiant tous 
les acides amines des polypeptides. On compren- 
dra egalement que Con pourrait utiliser des grou- 
pes d'octameres non palindromiques a condition 
d'employer aussi leurs complements par la forma- 
tion de segments bicatenaires. 

b) Assemblage d'un _gene_ stochastique _a_ pa_rtir 
d'un_g_ro_upe_ d ' octameres 

On fait reagir un melange comportant 5 ug de 
chacun des oligonucleotides tndiques ci-dessus 
(prealablement phosphoryles en 5' par un precede 
connu en soi) dans un volume de 100 ul contenant 
1 mM ATP, 10 % de polygthyleneglycol et 100 u 
de T* DNA ligase, dans le tampon approprie, a 
13" C, pendant six heures. Cette etape effectue la 
polymerisation stochastique des oligomeres sous 
forme bi-catenaire, sans extremites coh^sives. On 
isole alors par passe sur tamis moleculaire (Biogel 
P60) les polymeres resultant de I'assemblage de 
20 a 100 oligomeres. Apres concentration, cette 
fraction est a nouveau soumise a la polymerisation 
catalysee par la T4 DNA ligase dans les conditions 
decrites ci-dessus. On isole alors, comme decrit 
plus haut, les polymeres resultant de ('assemblage 
d'au moins 100 oligomeres. 

c) Preparation _du plas_mjd_e-_hote 

Le vecteur d'expression pUC8 est linearise* par 
I'enzyme Sma I dans le tampon approprie, comme 
decrit ci-dessus. Le vecteur linearise par I'enzyme 
Sma I ne comporte pas d'extremites cohesives. Le 
vecteur linearise est alors traite par la phosphatase 
alcaline d'intestin de veau (CIP) a raison d'une 
unite par ug de vecteur dans le tampon approprie, 
a 37 C C, pendant 30 minutes. L'enzyme CIP est 
alors inactivee par deux extractions successives au 
phenol-chloroforme. Le vecteur linearise et dephos- 
phoryle est precipite a I'ethanol puis repris dans 
I'eau a 1 mg/ml. 

d) Ligation des gene_s_stochastiques au vecteur 

Des quantites equimolaires de vecteur et de 
polymere sont melangees et incubees en presence 
de 1000 u de T4 DNA ligase, 1 mM ATP, 10 % de 
polyethylene glycol dans le tampon approprie, pen- 
dant 12 heures, a 13"C. Cette etape realise la 
ligation des polymeres dans le vecteur d'expres- 
sion et engendre des molecules bicatenaires, cir- 



culaires et, par consequent, transformantes. 

Transformation des souches competentes 

5 On procede a la transformation des souches 

competentes de la maniere precedemment decrite. 

Ill) Assemblage d'un gene stochastique a partir 
d'un groupe d'heptameres 

w 

Ce mode operatoire se distingue de celui qui 
vient d'etre dScrit par le fait qu'il utilise des hepta- 
meres palindromiques comportant une extremite 
cohesive variable, au lieu d'octameres. II presente 
is I'avantage de permettre ('assemblage de sequen- 
ces stochastiques comportant une plus faible pro- 
portion de motifs identiques. 

a) Choix d'un groupe d'heptameres 

20 

On peut utiliser, par exemple, les 3 heptameres 
palindromiques suivants : 

5 ! XTCGCGA 3 1 

25 

5 ! XCTGCAG 3 1 

5 1 RGGTACC 3' 

30 pour lesquels X = A, G, C ou T et R = A ou T et 
dont la polymerisation ne peut engendrer de co- 
dons "stop" et comporte des triplets specifiant tous 
les acides amines. 

Bien entendu, on pourrait egalement utiliser 

35 tout autre groupe d'heptameres remplissant ces 
memes conditions. 

b) Polymerisation d'un groupe d'he_ptameres 

40 Cette polymerisation s'effectue exactement de 

la maniere precedemment decrite dans le cas des 
octameres. 

c) Elimination d e s _e *t r e m ites _c o he s i v e s 

45 

Les polymeres ainsi obtenus component une 
base non appariee a leur deux extremites 5'. II est 
done necessaire d'additionner la base complemen- 
taire aux extremites 3' correspondantes. Ceci s'ef- 

50 fectue de la maniere suivante : on fait reagir 10 ug 
de polymeres double brin avec 10 u d'enzymes de 
Klenow, en presence des quatre deoxynucleotide- 
phosphates (200 mM) dans un volume de 100 ul, a 
4 • C, pendant 60 minutes. L'enzyme est inactivee 

55 par extraction au phenol-chloroforme et les poly- 
meres sont debarrasses des nucleotides libres resi- 
duels par precipitation differentielle. Les polymeres 
sont alors ligases au plasmide-hote (prealablement 
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linearise et dephosphoryle) en procedant de la 
maniere decrite ci-dessus. 

II est a remarquer que les deux derniers mo- 
des operatoires qui viennent d'etre decrits utilisent 
des octameres ou heptameres palindromiques qui 
constituent des sites specifiques d'en2ymes de 
restriction. Ces sites sont absents pour la plupart 
du vecteur d'expression pUC8. II est done possible 
d'augmenter considerablement la complexite d'une 
preparation initiale de genes stochastiques en pro- 
cedant de la maniere suivante : on prepare I'ADN 
des plasmides provenant d'une culture de 10 7 
transformants independants obtenus par Tun des 
deux derniers modes operatoires decrits ci-dessus. 
A cet ADN purifie, on fait alors subir une digestion 
partielle par ('enzyme de restriction Cla I (mode 
operatoire II) ou par I'enzyme de restriction Pst I 
(mode operatoire III). Apres inactivation de I' enzy- 
me, I'ADN partiellement digere est traite a la T4 
DNA ligase, ce qui a pour effet de creer un nombre 
extremement grand de sequences nouvelles qui 
conservent les proprietes fondamentales des se- 
quences initiates. Ce nouvel ensemble de sequen- 
ces stochastiques est alors utilise pour transformer 
des cellules competentes. 

Par ailleurs, les genes stochastiques clones en 
procedant conformement aux modes operatoires II 
et III peuvent etre excises intacts du vecteur d'ex- 
pression pUC8 en utilisant les sites de restriction 
propres au vecteur de clonage et non represents 
dans I'ADN stochastique. 

La recombinaison au sein des genes stochasti- 
ques engendres par les deux derniers modes ope- 
ratoires qui viennent d'etre decrits, recombinaison 
qui resulte de I'homologie interne et des motifs de 
recurrence, fournit une importante methode addi- 
tionnelle de mutagenese in vivo des sequences 
codantes. II en resulte une augmentation du nom- 
bre des genes nouveaux qui peuvent etre exami- 
nes. 

Finalement, pour tout processus de generation 
de genes synthetiques nouveaux, on peut utiliser 
de nombreuses techniques usuelles de modifica- 
tion des genes in vivo ou in vitro , telles que chan- 
gement du cadre de lecture, inversion des sequen- 
ces par rapport a leur promoceur, ou utilisation de 
souches-hotes exprimant un ou plusieurs tRNA 
suppresseurs. 

En se referant a la partie de la description qui 
precede, on comprendra qu* il est possible de 
construire in vitro un nombre extremement grand 
(par exemple. superieur a un milliard) de genes 
differents, par polymerisation enzymatique de nu- 
cleotides et d'oligonucleotides. Cette polymerisa- 
tion s'effectue selon un processus stochastique de- 
termine par les concentrations respectives des nu- 
cleotides ou oligonucleotides presents dans le mi- 
lieu de reaction. 



Comme indique ci-dessus, deux methodes 
peuvent etre utilisees pour doner de tels genes (ou 
sequences codantes) : la polymerisation peut s'ef- 
fectuer directement sur un vecteur de clonage 

s d'expression. prealablement linearise, ou bien on 
peut choisir de proceder sequentiellement a la 
polymerisation puis a la ligation des polymeres au 
vecteur de clonage et d'expression. 

Dans les deux cas, on procede ensuite a la 

jo transformation ou a la transfection de cellules bac- 
teriennes competentes (ou de cellules en culture). 
Cette etape realise le clonage des genes stochasti- 
ques dans des cellules vivantes ou ils sont indefini- 
ment propages et exprimes. 

js Bien entendu, outre les modes operatoires qui 

viennent d'etre decrits, on pourrait egalement em- 
ployer toute autre methode appropriee pour la syn- 
thase de sequences stochastiques. En particulier, 
on pourrait proceder a la polymerisation, par voie 

so biochimique, d'oligomeres monocatenaires d'ADN 
ou d'ARN obtenus par synthese chimique, puis 
trailer ces segments d'ADN ou d'ARN par des 
procedes connus en soi de preparation de copies 
d'ADN (c ADN) bicatenaire en vue du clonage des 

25 genes. 

Criblage ou selection des souches de cellules- 
hotes modifiees 

30 L'etape ulterieure du procede selon I'invention 

consiste a examiner les cellules transformers ou 
transferees, par selection ou criblage, en vue 
d'isoler une ou plusieurs cellules dont I'ADN trans- 
formant ou transfectant conduise la synthese d'un 

35 produit de transcription (ARN) ou de traduction 
(proteine) possedant une propriete souhaitee. Ces 
proprietes peuvent etre, par exemple, enzymati- 
ques, fonctionnelles ou structurelles. 

Une des particularites les plus remarquables 

40 du procede selon ('invention est de permettre le 
criblage ou la selection simultanee d'un produit 
exploitable (ARN ou proteine) et de son gene pro- 
ducteur. De surcroTt, I'ADN synthetise et clone 
comme decrit peut etre selectionne ou crible* en 

45 vue d'isoler des sequences d'ADN constituant un 
produit en soi, dote de proprietes biochimiques 
exploitables. 

On va maintenant decrire, a titre d'exemples 
non limitatifs, des modes operatoires preferentiels 

so pour le criblage ou la selection de souches de 
cellules transformers ainsi que des proteines nou- 
velles presentant un interet en vue duplications 
industrielles ou medicates. 

L'un de. ces modes operatoires resulte de 

55 I'idee de produire une serie d'anticorps polyclo- 
naux ou monoclonaux, obtenus de maniere connue 
en soi, dirigee contre une proteine ou un autre type 
de molecule d'interet biochimique ou medical, cet- 
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te molecule etant, ou pouvant etre rendue, immu- 
nogenique, et d'utiliser ces anticorps comme sonde 
pour identifier parmi de tres nombreux clones 
transformed par des genes stochastiques ceux qui 
reagissent avec ces anticorps. Cette reaction resul- 
te de f'homologie de structure existant entre ie 
polypeptide synthetise par le gene stochastique et 
la molecule initiale. On peut ainsi isoler de nom- 
breuses proteines nouvelles se comportant comme 
des epitopes ou determinants antigeniques de la 
molecule initiale. De telles proteines nouveiles sont 
susceptibles de simuler, stimuler, moduler ou blo- 
quer I'effet de la molecule initiale. On comprendra 
que ce mode de selection ou de criblage est, en 
lui-meme, susceptible d'avoir de tres nombreuses 
applications pharmacologiques et bio-medicales. 
On va maintenant decrire, a titre d'exemple non 
limitatif, ce premier mode operatoire en relation 
avec un cas particulier: 

L'EGF (epidermal growth factor) est une petite pro- 
teine presente dans le sang et dont le role est de 
stimuler la croissance des cellules epitheliales. Cet 
effet est obtenu par ('interaction de I'EGF avec un 
recepteur specifique situe dans la membrane des 
cellules epitheliales. 

On prepare des anticorps diriges contre I'EGF 
par injection chez I'animal d'EGF couple a KLH 
(keyhole limpet hemocyanin) pour augmenter I'im- 
munogenicfte de I'EGF. Les anticorps anti-EGF des 
animaux immunises sont purifies, par exemple par 
passage sur une cotonne d'affinite, dont le ligand 
est I'EGF oj un peptide de synthese correspon- 
dent a un fragment d'EGF. Les anticorps anti-EGF 
purifies sont utilises comme sonde pour le criblage 
d'un grand nombre de clones bacteriens lyses au 
chloroform e sur support solide. Les anticorps anti- 
EGF se combinent aux peptides ou proteines sto- 
chastiques dont les epitopes ressembient a ceux 
de ('antigene initial. Les clones contenant ces pep- 
tides ou proteines sont mis en evidence par autora- 
diographie apres incubation des supports solides 
avec de la proteine A radioactive ou apres incuba- 
tion avec un anticorps anti -anticorps radioactif. 

Ces etapes identifient les clones contenant 
chacun une proteine (et son gene) reagissant avec 
I'anticorps de criblage. On peut ainsi faire des 
criblages parmi un tres grand nombre de souches 
cellulaires bacteriennes ou de plaques virales (par 
exemple de I'ordre de un million) et il est possible 
de detecter des quantites extremement faibles, par 
exemple de I'ordre de 1 ng, de proteine produite. 
On procede alors a la culture des clones identifies 
puis a la purification des proteines detectees par 
les moyens conventionnels. Les proteines purifiees 
sont testees in vitro dans des cultures de cellules 
epitheliales pour determiner si elles inhibent, simu- 
lent ou modulent I'effet sur ces cultures de I'EGF. 
Certaines des proteines obtenues par ce moyen 



sont susceptibles d'etre utilisees pour le traitement 
chimiotherapique des epitheliomes. Les activites 
des proteines ainsi obtenues peuvent etre amelio- 
rees par mutation de t'ADN codant pour les protei- 

5 nes, de maniere analogue a celle decrite ci-dessus. 
Une variante de ce mode operatoire consiste a 
purifier des peptides, polypeptides ou proteines 
stochastiques, pouvant etre utilisees comme vac- 
cins ou plus generalement pouvant etre utilisees 

w pour conferer une immunite contre un agent patho- 
gene ou pour exercer d'autres effets sur le syste- 
me immunologique, par exemple, creer une tole- 
rance ou diminuer I'hypersensibilite a regard d'un 
antigene donne, notamment par suite de la combi- 

is naison de ces peptides, polypeptides ou proteines 
avec les anticorps diriges contre cet antigene. On 
comprendra que Ton peut utiliser ainsi ces pepti- 
des, polypeptides ou prolines aussi bien in vitro 
qu' in vivo . 

20 Plus precisement, par exemple, dans I'ensem- 

ble des prolines nouvelles qui reagissent avec 
I'anticorps contre un antigene donne X, chacune a 
au moins un epitope en commun avec X, done 
I'ensemble a un ensemble d'epitopes commun 

25 avec X. Ceci permet d'utiliser I'ensemble ou un 
sous-ensemble comme vaccin pour conferer I'im- 
munite contre X. II est, par exemple, aise de puri- 
fier une ou plusieurs des proteines de capside du 
virus de I'hepatite B. Ces proteines sont injectees 

30 chez I'animal, par exemple le lapin, et on recueiile 
les anticorps correspondant a I'antigene de depart 
par purification sur colonne d'affinite. On utilise ces 
anticorps, de la maniere decrite ci-dessus, pour 
identifier les clones produisant une proteine ayant 

35 un epitope semblable a Tun au moins des epitopes 
de I'antigene initial. Apres purification, on utilise 
ces proteines comme antigene (soit isolement, soit 
en combinaison) dans le' but de conferer une pro- 
tection contre I'hepatite B. La production ulterieure 

40 du vaccin ne necessite plus le recours a I'agent 
pathogene initial. 

II est a remarquer que, fors de la description 
des modes operatoires qui precedent, un certain 
nombres de manieres de proceder a la selection et 

45 au criblage ont ete decrits. Tous ces modes opera- 
toires impliquent la purification d'une proteine parti- 
culiere a partir d'une souche transformed. Ces pu- 
rifications de proteines peuvent etre effectuees 
conformement aux methodes usuelles et font ap- 

so pel, en particulier, aux techniques de chromatogra- 
phie sur gel, sur echangeur d'ion, et a la chromato- 
graphic d'affinite. Par ailleurs, les proteines issues 
de genes stochastiques peuvent avoir ete donees 
sous forme de proteines hybrides, comportant, par 

55 exemple, une sequence de I'enzyme 0-galactosida- 
se permettant la chromatographic d'affinites sur 
anticorps anti-0-galactosidase et permettant le cli- 
vage subsequent de la partie hybride (e'est-a-dire 
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permettant de separer la partie nouvelle de !a par- 
tie bacterienne).On va maintenant decrire le princi- 
pe et la mise en oeuvre de la selection des pepti- 
des ou polypeptides et des genes correspondants, 
exprimant ces peptides ou polypeptides, conforme- 
ment a une deuxieme methode de criblage ou 
selection tondee sur la detection de I'aptitude de 
ces peptides ou polypeptides a catalyser une reac- 
tion specifique. 

A titre d'exemple concret non limitatif, on va 
decrire la mise en oeuvre du criblage ou de la 
selection dans le cas particulier de proteines capa- 
bles de catalyser le clivage du lactose, ce qui est 
normalement une fonction remplie par 1'enzyme &- 
galactosidase (0-gal). 

Comme decrit ci-dessus, la premiere etape du 
. procede consiste a engendrer un tres grand en- 
semble de vecteurs d'expression exprimant chacun 
une proteine nouvelle distincte. De maniere concre- 
te* on peut, par exemple, choisir le vecteur de- 
pression pUC8 avec clonage de sequences sto- 
chastiques d'ADN au site de restriction Pst I. 
Les pfasmides ainsi obtenus sont ensuite introduits 
dans une souche de E. coli dans le genome de 
laquelle on a elimine par les methodes genetiques 
conventionnelles le gene nature! pour la 0-gafacto- 
sidase, Z, et un deuxieme gene EBG, sans rapport 
avec le le premier, mais capable de muter vers la 
fonction 0-gal. De telles cellules-notes (2~, EBG - } 
ne sont pas capables par elles-memes de catalyser 
Thydrofyse du lactose et, par consequent, d'utiliser 
le lactose comme source de carbone pour la crois- 
sance. Ceci permet d'utiliser cette souche note 
pour le criblage ou la selection de la fonction jS-gal. 

Une methode d'essai biologique qui convient 
pour I'etude des souches transformees de E. coli 
presentant des genes nouveaux exprimant la fonc- 
tion -gal consiste dans la culture des bacteries 
ainsi transformees dans des boTtes de Petri renfer- 
mant le milieu X-gal. Dans ce cas, toute colonie 
bacterienne exprimant une fonction 0 -gal est vi- 
sualisee sous forme d'une colonie bleue. En utili- 
sant un tel essai biologique, on peut detecter 
meme une activite catalytique faible. L'activite spe- 
cifique des enzymes les plus caracteristiques s'eta- 
blit entre 10 et 10 000 molecules de produit par 
seconde. 

En supposant qu'une proteine synthetisee par 
un gene stochastique presente une activite specifi- 
que faible, de Pordre de une molecule par 100 
secondes, il serait touj'ours possible de detecter. 
une telle activite catalytique. Dans une bolte de 
Petri renfermant le milieu X-gal, en presence de 
I'inducteur non metabolisable IPTG (isopropyl-D- 
thiogalactoside) la visualisation d'une region bleue 
requiert le clivage d'environ 10 10 a 10 11 molecules 
de X-gal par millimetre carre. Une colonie bacte- 
rienne exprimant un enzyme faible et occupant une 



superficie de 1mm 2 contient environ 10 7 a 10 8 
cellules. Si chaque cellule presente une seule co- 
pie de ('enzyme faible, chaque cellule doit cataly- 
ser entre 10 000 et 100 clivages de X-gal afin de 

5 pouvoir etre detectee, ce qui prend environ 2,7 a 
270 heures. Etant donne que, dans des conditions 
selectives, on peut s'attendre a une amplification 
du nombre des copies de plasmides par cellules, 
par exemple de 5 a 20 copies par cellule et meme 

to de 100 a 1000, et compte tenu du fait que jusqu'a 
1 0% des proteines de la cellule peuvent etre speci- 
fies par le nouveau gene, la duree necessaire a la 
detection d'une colonie bleue dans le cas de 100 
molecules d'enzymes de faible activite specifique 

is par cellule serait de I'ordre de 0,27 heure a 2,7 
heures. 

Par consequent, le criblage d'un grand nombre 
de colonies bacteriennes independantes, exprimant 
chacun un gene nouveau different, en prenant 

20 comme critere de selection la faculte d'exprimer la 
fonction 0 -gal est parfaitement realisable. On peut 
ainsi realiser le criblage d'environ 2000 colonies 
dans une boite de Petri ordinaire ayant 10 cm de 
diametre. Par consequent, on peut cribler environ 

25 20 millions de colonies sur une feuille d'agar X-gal 
de 1 m 2 . 

II est a remarquer que les colonies bacterien- 
nes apparaissant en bleu sur les bottes de Petri X- 
gal pourraient etre faussement positives en raison 
30 d'une mutation dans le genome bacterien lui confe- 
rant la capacite de metaboliser le lactose, ou pour 
d'autre raisons que celles qui resultent de l'activite 
catalytique de la proteine nouvelle exprimee par 
les cellules de la colonie. De tels faux positifs 
35 peuvent etre directement elimines en purifiant 
I'ADN des vecteurs d'expression provenant des 
colonies positives et en retransformant les cellules- 
notes E, Coli Z~ EBG~. Si l'activite 0-gal resulte de 
la nouvelle proteine codee par le nouveau gene 
40 dans le vecteur d'expression, toutes les cellules 
transformees par ce vecteur devraient presenter la 
fonction 0-gal. Au contraire, si la colonie bleue 
initiate resulte d'une mutation dans le genome de 
la cellule note, il s'agit d'un evenement exception- 
's nel independant de la transformation et le nombre 
des cellules de la nouvelle souche transformee E. 
Coli servant d'hote susceptible d'exprimer la fonc- 
tion 0-gal devrait etre petit ou nul. 

On insistera particulierement sur la puissance 
so de la purification en masse simultanee des vec- 
teurs d'expression pour tous les clones positifs 
(bleus) suivie par la retransformation des bacteries 
naTves. Supposons que Ton desire effectuer un : 
criblage en vue de selectionner des proteines 
55 ayant une fonction catalytique et que la probabilite 
qu'un nouveau peptide ou polypeptide remplisse 
cette fonction, au moins faiblement, soit de 10" G , 
alors que la probabilite que la souche microbienne 
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note E. Coli est sujette a une mutation ayant pour 
effet qu'elle devienne capable de remptir cette 
fonction, soit de 10" 5 , on peut calculer que sur 20 
millions de bacteries transformees soumises au 
criblage, 20 clones positifs seront, en moyenne, 
attribuables aux genes nouveaux sur les vecteurs 
d'expression que chacune comporte, alors que 200 
clones positifs resulteront de mutations d'arriere- 
plan. La purification en masse des vecteurs d'ex- 
pression de I'integralite des 220 clones bacteriens 
positifs et la retransformation des bacteries naives 
avec les vecteurs d'expression mis en commun 
produira un grand nombre de clones positifs 
constitu^s de toutes les bacteries transformees 
avec les 20 vecteurs d'expression qui codent les 
nouvelles prolines ayant la fonction desiree, et un 
tres petit nombre de clones bacteriens resultant de 
mutations d'arrie re-plan contenant fes 200 vecteurs 
d'expression restant sans interet. Un petit nombre 
de cycles de purification de vecteurs d'expression 
dans les colonies bacteriennes positives, ainsi que 
de retransformation, permet la detection des tres 
rares vecteurs d'expression veritablement positifs 
par rapport a une activite catalytique desiree, mal- 
gre un bruit de fond tres eleve de mutations des 
cellules-hotes pour cette fonction. 

A la suite d'operations de cribtage de ce genre, 
on peut purifier la nouvelle proteine grace a la 
mise en oeuvre de techniques usuelles. La produc- 
tion de cette proteine en grande quantite* est ren- 
due possible grace au fait que I'identification de la 
proteine utile s'accompagne de I* identification si- 
multanee du gene codant cette proteine. Par 
consequent, on peut utiliser le vecteur d'expression 
lui-meme ou bien on peut transplanter le gene 
nouveau dans un vecteur d'expression plus appro- 
prie a la synthese et a ('isolation en grande quanti- 
te. 

On peut appliquer des modes de criblage de ce 
genre a toute fonction enzymatique pour laquelle il 
existe un essai biologique approprie. De tels cribla- 
ges ne necessitent pas que la fonction enzymati- 
que que I'on recherche soit profitable a la cellule 
hote. On peut effectuer un criblage non seulement 
par rapport a une fonction enzymatique mais ega- 
lement pour toute autre propriete desiree pour la- 
quelle on peut etablir un essai biologique appro- 
prie. On peut ainsi effectuer meme dans le cas 
simple de la fonction 0-gal visualisee sur bolte de 
Petri a milieu X-gal, le criblage d'un nombre de 
genes nouveaux de I'ordre de 100 millions ou 
meme d'un milliard pour une activity catalytique ou 
une autre propriete desiree. 

Selection d e s_ce 1 1 u les- h qtes _mo d i fiees 

D'autre part, on peut utiliser des techniques de 
selection pour toute propriete, catalytique ou autre, 



dont la presence ou I'absence peut etre rendue 
essentielle a la survie des cellules-hotes contenant 
les vecteurs d'expression codant les genes nou- 
veaux ou pouvant etre utiles pour la selection de 

5 virus codant et exprimant le gene nouveau. A titre 
d'exemple concret, non limitatif, on va maintenant 
revenir sur la description du mode de selection en 
relation avec la fonction 0 -galactosidase. Une sou- 
che appropriee 2"EBG~ d'E. Coli ne peut pas 

w croitre en utilisant le lactose comme seule source 
de carbone. Ainsi, apres la mise en oeuvre de la 
premiere etape decrite ci-dessus, on peut cultiver 
un tres grand nombre d'hotes transformed par des 
vecteurs d'expression codant les genes nouveaux, 

/s la culture etant effectuee dans des conditions se- 
lectives, soit en diminuant progresstvement la 
concentration des autres sources de carbone, soit 
en utilisant seulement le lactose des le depart. Au 
cours d'une telle selection, la mutagenese in vivo 

20 par voie de recombinaison ou par recuperation 
explicite de vecteurs d'expression et mutagenese 
in vitro de leurs genes nouveaux par des mutage- 
nes varies, ou par tout autre technique usuelle, 
permet des ameliorations adaptatives de ('aptitude 

25 a remplir la fonction catalytique desiree. Lorsqu'il 
existe a la foi des techniques de selection et des 
techniques commodes d'essai biologique, comme 
dans le cas du present exemple, on peut utiliser 
initialement des techniques de selection pour enri- 

30 chir la representation en bacteries hote exprimant 
la fonction 0-gal, puis effectuer un criblage sur 
boite de Petri a milieu X-gal afin d'identifier effica- 
cement des cellules positives. En I'absence de 
technique d'essai biologique convenable, I'applica- 

35 tion de conditions de selection de plus en plus 
rigoureuses constitue la voie la plus facile pour 
purifier un type ou un petit nombre de types de 
cellules-hotes distinctes dont les vecteurs d'ex- 
pression codent les prolines catalysant la reaction 

40 choisie. 

On peut utiliser ces techniques pour trouver de 
nouvelles proteines ayant une grande variete de 
caracteristtques structurelles ou fonctionnelles en 
plus de I'aptitude a catalyser des reactions specifi- 
cs ques. Par exemple, on peut effectuer un criblage 
ou une selection pour trouver de nouvelles protei- 
nes se fixant sur des sites cis-regulateurs de I'ADN 
et bloquant de ce fait I'expression d'une fonction 
des cellules notes, ou encore bloquant la transcrip- 

so tion de I'ADN, stimulant la transcription, etc. 

Par exemple, dans le cas de E. Coli une sou- 
che mutante du represseur de I'operon lactose (i-) 
exprime de maniere constitutive la fonction jS-gal 
en raison du fait que I'operateur lactose n'est pas 

55 reprime. Toutes les cellules de ce genre produisent 
des clones bleus sur les boltes de Petri contenant 
le milieu X-gal. II est possible de transformer de 
telles souches notes avec des vecteurs d'expres- 
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sion synthetisant des proteines nouvelles et effec- 
tuer un criblage sur bofte de Petri a milieu X-gal en 
vue de detecter les clones qui ne sont pas bleus. 
Parmi ceux-ci, certains represented des cas ou la 
nouvelle proteine se fixe sur I'operateur lactose et 
reprime la synthese de £-gal. On peut purifier en 
masse de tels plasmides, les retransformer , isoler 
les clones qui ne produisent pas la 0-gal et effec- 
tuer ensuite une verification detaillee. 

Comme il est mentionne plus haut, le procede 
peut etre utilise aux fins de creer puis d'isoler non 
seulement des proteines exploitables mais aussi 
des ARN et des ADN constituant des produits en 
soi, dotes de proprietes exploitables. Ceci resulte 
evidemment du fait que d'une part, le procede 
consiste a creer des sequences stochastiques 
d'ADN, susceptibles d'interagir directement avec 
d'autres constituants cellulaires ou biochimiques, et 
que d'autre part ces sequences donees dans un 
vecteur d'expression sont transcrites en ARN eux 
aussi capables de multiples interactions biochimi- 
ques. 

Exemple de mise en oeuvre du procede pour la 
creation et la selection d'un ADN exploitable en soi 



Cet exemple iilustre la selection d'un ADN ex- 
ploitable et le purification et I'etude du mecanisme 
d'action des proteines regulatrices se liant a I'ADN. 
Soit une preparation du recepteur de I'oestradiol, 
une proteine obtenue par une methode connue en 
soi. En presence d'oestradiol, une hormone steroi- 
de sexuelle, ce recepteur change de conformation 
et se lie fortement a certaines sequences specifi- 
ques de I'ADN genomique, affectant ainsi la trans- 
cription de genes impliques dans la differencial on 
sexuelle et le controle de la fertilite. 
En incubant une melange constitue d'oestradiol, de 
son recepteur et d'un grand nombre de sequences 
stochastiques differentes inse>ees dans leur vec- 
teur puis en filtrant le melange a travers une mem- 
brane de nitro cellulose on obtient une selection 
directe des sequences stochastiques se liant au 
complexe oestrogene - recepteur puisque seuls les 
ADN lies a une proteine sont retenus par la mem- 
brane. Apres lavage et elution, I'ADN libere de la 
membrane est utilise tel quel pour transformer des 
bacteries. Apres culture des bacteries transfor- 
mers, on purifie a nouveau les vecteurs qu'elles 
contiennent et on procede a un ou plusieurs cycles 
d'incubation, filtration et transformation comme de- 
crit ci-dessus. Ces operations permettent d'isoier 
des sequences stochastiques d'ADN dotees d'une 
af finite e levee pour le complexe oestradtol-recep- 
teur. De telles sequences sont susceptibles de 
nombreuses applications diagnostiques et pharma- 
cologiques, en particulier pour la mise au point 



d'oestrogenes de synthese pour le controle de la 
fertilite et le traitement de la sterilite. 

Creation et selection d'un ARN exploitable en soi 

5 

Soit un grand nombre de sequences d'ADN 
stochastique produites comme il a ete decrit et 
donees dans un vecteur d'expression. II va de soi 
que TARN transcrit a partir de ces sequences dans 
jo des cellules-hotes transformers peut etre un pro- 
duit exploitable en soi. 

A titre d'exemple non limitatif, on peut selectionner 
un gene stochastique codant pour un ARN de 
transfert (t-ARN) suppresseur par la procedure sui- 
75 vante : 

On transforme par un grand nombre ( £ 10 s ) de 
sequences stochastiques, une souche bacterienne 
competente comportant une mutation "nonsense" 
dans le gene arg E. On etale les bacteries transfor- 

20 mees sur milieu minimal sans arginine et contenant 
I'antibiotique de selection du plasmide (ampicilline 
s'il s'agit du vecteur pUC8).Seules les bacteries 
transformers qui sont devenues capables de syn- 
thetrser I'arginine pourront croitre. Ce phenotype 

25 peut resulter soit d'une mutation en retour soit de 
I'introduction dans la cellule d'un suppresseur. II 
est facile de tester chaque colonie transformer 
pour determiner si le phenotype arg + resulte ou 
non de la presence du gene stochastique dans son 

30 vecteur : on se contente de preparer le plasmide 
de cette colonie et de verifier qu'il confere le 
phenotype Arg + a toute cellule arg E qu'il transfor- 
me. 

35 Selection de proteines capables de catalyser une 
sequence de reaction 

On va maintenant decrire un autre mode de 
selection, qui est susceptible duplications inde- 

40 pendantes, fonde sur le principe de la selection 
simuitanee, en parallels, d'un certain nombre de 
nouvelles proteines capables de catalyser une se- 
quence de reactions connectees entre elles. 

L'idee mere de cette methode est la suivante : 

45 etant donne un ensemble de composes chimiques 
de depart consideres comme des "briques" ou des 
elements de construction a partir desquels on desi- 
re effectuer la synthese d'un ou de plusieurs com- 
poses chimiques desires par Tintermediaire d'une 

so sequence de reactions chimiques catalysees, il 
existe un tres grand nombre de voies de reaction 
pouvant se substituer les unes aux autres comple- 
tement ou en partie, qui sont toutes possibles du 
point de vue thermodynamique et qui conduisent 

55 de I'ensemble des "briques" ou blocs de construc- 
tion au compose chimique cible desire. Une syn- 
these efficace d'un compose cible est favorisee si 
chaque etape d'au moins Tun des trajets reaction- 
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nels menant de ('ensemble des "blocs de construc- 
tion" au compose cible est constitue de reactions 
qui sont chacune catalysees. Toutefois, il est retati- 
vement moins important de determiner parmi les 
nombreux chemins reactipnnels completement ou 
partiellement independants ceux qui beneficient de 
la catalyse, Dans la description qui precede, on a 
montre comment il etait possible d'obtenir un tres 
grand nombre de cellules notes qui expriment cha- 
cune une proteine nouvelle distincte, 
Chacune de ces proteines nouvelfes est suscepti- 
ble de catalyser Tune quelconque des reactions 
possibles dans I'ensemble de toutes les reactions 
possibles conduisant de I'ensemble des blocs de 
construction au compose cible. Si un nombre de 
proteines stochastiques suffisamment grand est 
present dans un melange reactionnel contenant les 
composes constituant les blocs de construction, de 
sorte qu'un nombre suffisamment eleve des reac- 
tions possibles se trouve catalyse, il y a une forte 
probability qu'une sequence de reactions connec- 
tees entre elles pour conduire de I'ensemble de 
blocs de construction au compose cible sera cata- 
lysee par un sous-ensemble des nouvelles protei- 
nes. II est evident que le procede peut s'etendre a 
la catalyse non seulement d'un, mais de plusieurs 
composes cibles, simultanement. 

En se fondant sur le principe qui vient d'etre 
enonce, on peut proceder de la maniere suivante 
pour s^lectionner en parallele un ensemble de nou- 
velles proteines catalysant une sequence desiree 
de reactions chimiques : 

1. Specifier I'ensemble desire de composes 
constituant les "blocs de construction" en utili- 
sant de preference un nombre raisonnablement 
eleve d'especes chimiques distinctes afin d'aug- 
menter le nombre de voies potentielles concur- 
rentes menant au compose chimique cible desi- 
re. 

2. Dans un volume approprie d'une solution de 
milieu reactionnel, ajouter un nombre tres grand 
de nouvelles proteines stochastiques isolees a 
partir des cellules transformers ou transferees 
synthetisant ces proteines. Effectuer un essai 
pour determiner si le compose cible est forme. 
Si c'est le cas, confirmer que cette formation 
necessite la presence du melange des proteines 
nouvelles, Si c'est le cas, ce melange doit 
contenir un sous-ensemble de proteines cataly- 
sant une ou plusieurs sequences de reaction 
menant de I'ensemble de "blocs de construc- 
tion" au compose cible. Purifier en divisant la 
reserve initiale de clones qui synthetisent I'en- 
semble de nouvelles proteines. stochastiques, le 
sous-ensemble necessaire pour catalyser la se- 
quence de reactions conduisant au produit cible. 

Plus precisement , a titre d'exemple non limita- 
tif t on va decrire la selection d'un ensemble de 



nouvelles proteines aptes a catalyser la synthese 
d'un petit peptide specif ie\ a savoir un pentapepti- 
de, a partir d'un ensemble de blocs de construc- 
tion constitue de peptides plus petits et d'acides 

5 amines. Tout peptide est constitue par une sequen- 
ce lineaire de 20 types differents d'acides amines, 
orientee de son extremite amino a son extremite 
carboxe. Tout peptide peut etre forme en une 
etape par condensation terminate de deux peptides 

w plus petits (ou de deux acides amines), ou par 
hydrolyse d'un peptide plus grand. Un peptide 
comprenant M residus pourra done etre forme d'un 
nombre egal a M -1 reactions de condensation. Le 
nombre de reactions, R, par lequef un ensemble de 

15 peptides ayant une longueur de 1, 2, 3... M resi- 
dus, peut etre interconverti est plus grand que le 
nombre d'especes moleculaires T. Ceci s'exprime 
R/ T = M-2. Ainsi, en partant d'un ensemble donne' 
de peptides, un grand nombre de chemins reac- 

20 tionnels independants ou partiellement indepen- 
dants mene a la synthese d'un pentapeptide cible 
specifique. On peut choisir un pentapeptide dont la 
presence peut etre commodement decelee grace a 
un essai effectue par des techniques usuelles, par 

25 exemple par analyse HPLC (chromatographic en 
phase liquide sous haute pression), chromatogra- 
phic sur papier, etc. La formation de la liaison 
peptidique requiert de I'energie en milieu aqueux 
dilue mais, si les peptides participant aux reactions 

30 de condensation sont suffisamment concentres, 
c'est la formation de la liaison peptidique plutot 
que ('hydrolyse qui se trouve thermodynamique- 
ment favorisee et qui se produit avec un rende- 
ment eleve en presence d'uncatalyseur enzymati- 

35 que approprie, par exemple la pepsine ou la trypsi- 
ne, sans necessiter la presence d'ATP ou d'autres 
composes a haute energie. On peut utiliser un tel 
melange reactionnel de peptides de petite taille et 
dont les acides amines sont marques radioactive- 

40 ment, au moyen de traceurs radioactifs du type 3 H, 
U C, 35 S, pour constituer I'ensemble de blocs de 
construction a concentration suffisamment e levee 
pour conduire aux reactions de condensation. 

On peut, par exemple, proceder de la maniere 

45 suivante : 

on dissout environ 15mg de chaque acide amine et 
petit peptide ayant 2 a 4 acides amines, choisis 
pour constituer I'ensemble de blocs de construc- 
tion, dans un volume de 0,25 mt a 1,0 ml de 

so tampon phosphate a 0,1 M, pH 7,6. On purifie un 
grand nombre de proteines nouvelles engendrees 
et isolees comme decrit ci-dessus a partir de leur 
hdte bacterien ou autre. On dissout le melange de 
ces nouvelles proteines jusqu'a une concentration 

55 totale finale de I'ordre de 0,8 a 1,0 mg/ml, dans le 
meme tampon. On ajoute 0,25 ml a 0,5 ml du 
melange de proteines au melange de blocs de 
construction. On incube a une temperature de 

12 
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25 'C a 40 'C pendant 1 a 40 heures. On enleve 
des parties aliquotes de 8 ul a intervalles reguliers, 
dont le premier compte comme "t£moin a blanc", 
avant I'adjonction du melange de nouvelles protei- 
nes. On soumet les echantillons a une analyse par 
chromatographie en utilisant comme solvant un 
melange de n-butanol-acide acetique-pyridine-eau 
(30:6:20:24 en volume). On seche le chromato- 
gramme et on le revele a la ninhydrine ou on 
I' autoradiographic (avec ou sans ecran d'intensifi- 
cation). Du fait que les composes constituant les 
elements de construction sont marques radioactive- 
ment. le compose cible sera radioactil et il aura 
une activite specifique etevee permettant sa detec- 
tion au niveau de 1 a 10 ng. Au lieu de I'analyse 
par chromatographie habituelle, on peut effectuer 
une analyse par HPLC (high pressure liquid chro- 
matography) qui est plus rapide et plus simple a 
effectuer. De maniere generate, on peut utiliser les 
procedes d'analyses usuels. De la sorte, on peut 
detecter un rendement en composes cibles infe- 
rieur a une partie par million en poids par rapport 
aux composes ou "materiaux de construction" int- 
tiaux. 

Dans le cas ou le pentapeptide est forme dans 
les conditions decrites ci-dessus mais ou sa forma- 
tion n'a pas lieu lorsqu'on utilise un extrait purifie 
comme ci dessus mais obtenu a partir de cellules 
transformers par le vecteur d'expression depourvu 
d'insertion stochastique, la formation du pentapep- 
tide ne resulte pas de la presence des contami- 
nants bacteriens et requiert done la presence d'un 
sous-ensemble de nouvelles proteines dans le me- 
lange reactionnel. 

L'etape suivante consiste dans la separation du 
sous-ensemble particulier de cellules qui contien- 
nent les vecteurs d'expression des nouvelles pro- 
teines catalysant la sequence de reactions condui- 
sant au pentapeptide cible. Par exemple si le nom- 
bre de reactions formant cette sequences est egal 
a 5, il y a environ 5 proteines nouvelles qui cataly- 
sent les reactions necessaire. Dans le cas ou la 
"banque de clones" de bacteries contenant les 
vecteurs d'expression codant les genes nouveaux 
contient un.nombre de genes nouveaux distincts 
de I'ordre de 1 000 000 , on effectue Tisolation en 
masse de tous ces vecteurs d'expression et la 
retransformation de 100 ensembles distincts de 
10 s bacteries avec un rapport de vecteurs a bacte- 
ries suffisamment faible pour que, en moyenne 
chaque ensemble de bacteries soit transform^ par 
seulement environ la moitie du nombre de gene 
initiaux, e'est-a-dire environ 500 000. Par conse- 
quent,^ probability pour qu'un quelconque de ces 
100 ensembles de bacteries contienne 1'ensemble 
des 5 nouvelles proteines critiques est egal a (1/2)- 
5 = 1/32. Parmi les 100 ensembles initiaux de bac- 
teries, environ 3 contiendront les 5 transformants 



critiques. Dans chacun de ces ensembles, la quan- 
tite totale de genes nouveaux presente n'est plus 
que de 500 000 au lieu de un million. Par repeti- 
tions successives, dont le nombre total est dans le 
5 cas present de 20, de cette procedure on peut 
isoler les 5 nouveaux genes critiques. Apres quoi, 
la mutagenese et la selection de cet ensemble de 
5 genes stochastique permet la recherche de fonc- 
tions catalytiques ameliorees. Dans le cas ou il est 
io necessaire de catalyser une sequence de reactions 
comprenant un nombre de reactions de I'ordre de 
20 et que 20 genes codant des nouvelles proteines 
doivent etre isoles en parallele, il suffit d'ajuster la 
multiplicite des transformations de sorte que cha- 
ts que ensemble de 10 8 bacteries recoivent 80% des 
10 s genes stochastiques en utilisant 200 ensem- 
bles de ce genre. La probability que les 20 nouvel- 
les proteines se trouvent dans un ensemble donne 
de bacteries est de 0,8 20 e'est-a-dire environ 0,015. 
20 Par consequent 2 parmi les 200 ensembles 
contiendront les 20 nouveaux genes necessaires 
pour catalyser la formation du compose cible. Le 
nombre de repetitions de cycles necessaires pour 
isolation des 20 nouveaux genes est de I'ordre de 

25 30. 

Les principes et les modes operatoires enon- 
ces ci-dessus se generalised du cas des peptides 
a de nombreux domaines de la chimie dans les- 
quels on peut effectuer des reactions en milieu 

30 aqueux dans des conditions de pH, temperature et 
concentration des solutions permettant les fonc- 
tions enzymatiques generates. Dans chaque cas. il 
est necessaire de pouvoir disposer d'une methode 
d'essai pour deceler la formation du ou des com- 

35 poses cibles desires. II faut aussi choisir un nom- 
bre suffisamment eleve de "blocs de construction" 
pour augmenter le nombre de sequences de reac- 
tion qui conduisent au compose cible. 

L'ensemble concret qui vient d'etre donne de 

40 la synthese d'un pentapeptide cible peut etre gene- 
ralise de la maniere suivante : 
Le procede tel qu'il est decrit, engendre, entre 
autres produits, des peptides et proteines stochas- 
tiques. Ces peptides ou proteines peuvent agir, par 

45 voie catalytique ou autre, sur d'autres composes, 
lis peuvent egalement constituer les substrats sur 
lesquels ils agissent. On peut ainsi selectionner (ou 
cribler) la capacite qu'ont les peptides ou proteines 
stochastiques d'interagir entre eux et de ce fait de 

so modifier Ea conformation, la structure ou la fonction 
de certains d'entre eux. De meme, on peut selec- 
tionner (ou cribler) la capacite de ces peptides et 
proteines a catalyser entre eux Thydrolyse, la 
condensation, le transpeptidation ou d'autres reac- 

55 tions de modification. Par exemple, I'hydrolyse 
d'une proteine stochastique donnee par un mem- 
bre au moins de I'ensemble des peptides et protei- 
nes stochastiques peut etre suivie et mesuree par 
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marquage radioactif de ta proteine donn^e suivi 
d'une incubation avec le melange des prolines 
stochastiques, en presence d'ions tels que Mg, Ca, 
Zn, Fe et des composes ATP et GTP. On mesure 
ensuite ('apparition des fragments radioactifs de la 
proteine marquee, comme il a ete decrit. La ou les 
proteines stochastiques qui catalysent cette reac- 
tion peuvent alors etre isolees, ainsi que leur gene 
producteur, par diminution sequentielle de la librai- 
rie de clones transformants, comme decrit. 

Une extension du procede consiste en la selec- 
tion d'un ensemble de peptides et polypeptides 
stochastiques capabtes de catalyser une suite de 
reactions menant des constituant de depart (acides 
amines et petits peptides) a certains des peptides 
ou polypeptides de Pensemble. II est ainsi envisa- 
geable de selectionner un ensemble capable de 
catalyser sa propre synthese : un tel ensemble 
r&lexivement autocatalytique peut s^tablir dans un 
chemostat ou les produits de reaction sont 
constamment dilu6s mais ou la concentration des 
produits de depart est maintenues constante. On 
peut verifier ('existence d'un ensemble de cette 
nature par chromatographie sur gel a deux dimen- 
sions et par "HPLC" montrant la synthese d'une 
distribution stable de peptides et de polypeptides. 
Les volumes de reaction dependent du nombre 
d'especes moleculaires utiltsees et des concentra- 
tions necessaires pour favoriser la formation de 
liaisons peptidiques par rapport a I'hydrolyse. La 
distribution des especes moleculaires d'un ensem- 
ble autocatalytique est susceptible de varier ou de 
de>iver par suite de ('emergence d'ensembles auto- 
catalytiques variants. Les peptides et polypeptides 
qui constituent un ensemble autocatalytique peu- 
vent avoir certains elements en commun avec le 
vaste ensemble de depart {constitue des peptides 
et polypeptides codes selon le procede) mais peu- 
vent aussi contenir des peptides et polypeptides 
non codes par I'ensemble des genes stochastiques 
codant ('ensemble de depart. 

L'ensemble des genes stochastiques dont les 
produits sont necessaire pour etablir un tel ensem- 
ble autocatalytique peut etre isole comme il a ete 
decrit, par diminutions sequentielles de la libraire 
de clones transformants. Par ailleurs, un ensemble 
autocatalytique peut contenir des peptides codes 
initialement par les genes stochastiques et formes 
de maniere continue dans I'ensemble autocatalyti- 
que. Pour isoler ce sous-ensemble code de pepti- 
des et de proteines on peut utiliser I'ensemble 
autocatalytique pour obtenir, par immunisation chez 
I'animal, des serums polyctonaux reconnaissant un 
tres grand nombre des constituants de I'ensemble 
autocatalytique. 

Ces serums peuvent ensuite etre utilises pour 
cribler la librairie de genes stochastiques pour y 
trouver les genes exprimant des proteines capa- 



bles de se combiner aux anticorps presents dans 
les serums. 

Cet ensemble de genes stochastiques exprime 
un grand nombre des proteines stochastiques co- 
5 dees qui persistent dans I'ensemble autocatalyti- 
que. Le reste des constituants cod£s d'un tel en- 
semble autocatalytique peut etre isole par diminu- 
tion sequentielle, comme decrit, de la librairie de 
genes stochastiques dont le sous-ensemble detec- 
w te par la methode immunologique a ete soustrait. 

Les ensembles autocatalytiques de peptides et 
de proteines obtenue de la maniere qui vient d'etre 
d^crite sont susceptibles de trouver de nombreu- 
ses applications pratiques. 

15 

Revendications 

1. Procede de production d'une pluralite de pepti- 
des, polypeptides et/ou proteines ay ant I'apti- 

20 tude de catalyser une sequence de reactions 

conduisant d'un groupe initial donne de com- 
poses chimiques a au moins un compose ci- 
ble, caracterise en ce que Ton fournit simulta- 
nement, au sein d'un meme milieu, une plurali- 

25 te de genes au moins partiellement constitues 

de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
de fagon a produire une bibliotheque de ge- 
nes, on amplifie les genes, on effectue un 
criblage et/ou une selection, de fagon a identi- 

30 fier une pluralite) de genes capables d'etre 

exprim^s sous forme d'un ensemble compose 
de peptides, polypeptides et/ou proteines 
ayant ladite aptitude catalytique, et Ton produit 
un tel ensemble de peptides, polypeptides 

35 et/ou proteines en utilisant I'information geneti- 

que ainsi obtenue. 

2. Procede selon la revendication 1 pour la pro- 
duction d'un ensemble constitue d'une pluralite 

40 de peptides, polypeptides et/ou proteines re- 

flexivement autocatalytique, caracterise par le 
fait que ladite aptitude catalytique est I'aptitude 
de catalyser la synthese de cet ensemble lui- 
meme a parti r d'acides amines et/ou d'oligo- 

45 peptides. 

3. Procede de production de peptides, polypepti- 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 

so au sein d'un meme milieu, une pluralite de 

genes constitues de polynucleotides syntheti- 
ques stochastiques, de fagon a produire une 
bibliotheque de genes, on amplifie les genes, 
on effectue un criblage et/ou une selection, de 

55 fagon a identifier au moins un gene capable 

d'etre exprime sous forme de peptide, poly- 
peptide ou proteine ayant ladite propriete, et 
Ton produit au moins un peptide, polypeptide 
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ou proteine en utilisant I'information g^netique 
ainsi obtenue, caracteVise par le fait que ladite 
propriete est I'aptitude a modifier selective- 
ment les proprietes chimiques et/ou biologi- 
ques d'un compose donne. 5 

4. Procede de production d'ARN ayant au moins 
une propriete donnee, selon lequel on fournit 
simultanement, au sein d'un meme milieu, une 
pluralite de genes constitues de polynucl^oti- io 
des synthetiques stochastiques, de fagon a 
produire une bibliotheque de genes, on ampli- 

fie les genes, on effectue un criblage et/ou une 
selection, de fagon a identifier au moins un 
gene capable de produire un ARN ayant ladite 75 
propriete, caracterise par le fait que ladite pro- 
priete est I'aptitude a se iier a un ligand don- 
ne. 

5. Procede de production d'ARN ayant au moins 20 
une propriete donnee, selon lequel on fournit 
simultanement, au sein d'un meme milieu, une 
pluralite de genes constitues de polynucleoti- 
des synthetiques stochastiques, de facon a 
produire une bibliotheque de genes, on intro- 25 
duit lesdits genes dans des cellules-notes, de 
fagon a former une bibliotheque de cellules- 
hotes transformers correspondant a ladite bi- 
bliotheque de genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 30 
moins une cellule-hote contenant des sequen- 
ces stochastiques d'ARN ayant ladite proprie- 
te, caracterise par !e fait que ladite propriete 

est I'aptitude a se Iier a un ligand donne. 

35 

6. Procede selon la revendication 3, caracterise 
par le fait que ladite propriete est I'aptitude a 
simuler ou modifier au moins une fonction bto- 
logique d'au moins un compose biologique- 
ment actif. 40 

7. Procede selon la revendication 4, caracterise 
par le fait que ledit compose biologiquement 
actif est choisi parmi les hormones, les neuro- 
transmetteurs, les facteurs d'adhesion ou de 45 
croissance et les regulateurs specifiques de la 
replication et/ou de la transcription de I'ADN 
et/ou de la traduction de TARN. 

8. Procede de production de peptides, polypepti- 50 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 

au sein d'un meme milieu, une pluralite de 
genes au moins partielfement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 55 
fagon a produire une bibliotheque de genes, 
on amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 



moins un gene capable d'etre exprime sous 
forme de peptide, polypeptide ou proteine 
ayant ladite propriete, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteine en utilisant 
Tinformation g£n£tique ainsi obtenue, caracteri- 
se par le fait que ladite propriete est d'avoir au 
moins un epitope semblable a Tun des epito- 
pes d'un antigene donne. 

9. Procede de production de peptides, polypepti- 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 
au sein d'un meme milieu, une pluralite de 
genes au moins partiellement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 
fagon a produire une bibliotheque de genes, 
on amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 
moins un gene capable d'etre exprime sous 
forme de peptide, polypeptide ou proteine 
ayant ladite propriete, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteine en utilisant 
Tinformation genetique ainsi obtenu, ce proce- 
de comprenant, en outre, I'introduction desdits 
genes dans des cellules-hotes, de fagon a 
produire une bibliotheque de cellules-hotes 
modifiees renfermant ces genes, le criblage 
et/ou la selection etant effectues sur la biblio- 
theque de cellules-hotes modifiees ainsi obte- 

♦ nues. caracterise par le fait que ladite propriete 
est I'aptitude a simuler un epitope d'un antige- 
ne donne et que Ton effectue le criblage et/ou 
la selection de la souche de cellules-hotes 
modifiee produisant au moins un peptide, poly- 
peptide ou proteine ayant cette propriete en 
pr£parant des anticorps ayant ia propriete de 
se Iier sur cet epitope, et en utilisant ces 
.anticorps, apres leur purification, pour identifier 
les souches contenant ce peptide ou polypep- 
tide, puis en cultivant les souches ainsi identi- 
fies et en separant et en purifiant le peptide, 
polypeptide ou proteine produit par ces sou- 
ches et, finalement, en soumettant ce peptide, 
ou polypeptide ou cette proteine a un essai in 
vitro pour verifier qu'il, ou elle, presente bien 
ladite propriete. 

10. Procede de production de peptides, polypepti- 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 
au sein d'un meme milieu, une pluralite de 
genes au moins partiellement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 
fagon a produire une bibliotheque de genes, 
on amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 
moins un gene capable d'etre exprime sous 
forme de peptide, polypeptide ou proteine 
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ayant ladite propriete, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteins en utilisant 
['information genetique ainsi obtenue, ce pro- 
cede comprenant, en outre, le clonage desdits 
genes dans ces virus, de fagon a produire une 
bibliotheque de plaques virales modifiees cor- 
respondant a cette bibliotheque de genes, le 
criblage et/ou la selection etant effectues sur la 
bibliotheque de plaques virales modifiees ainsi 
obtenue, caracterise par le fait que ladite pro- 
priete est I'aptitude a simuler un epitope d'un 
antigene donne. 

11. Procede de production de peptides, polypepti- 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 
au sein d'un meme milieu, une pluralite de 
genes au moins partiellement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 
fagon a produire une bibliotheque de genes, 
on amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 
moins un gene capable d'etre exprime sous 
forme de peptide, polypeptide ou proteine 
ayant ladite propriete, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteine en utilisant 
['information genetique ainsi obtenu, ce proce- 
de comprenant, en outre, ['introduction desdits 
genes dans des cellules-notes, de fagon a 
produire une bibliotheque de cellules-notes 
modifiees renfermant ces genes, le criblage 
et/ou la selection £tant effectues sur la biblio- 
theque de cellules-notes modifiees ainsi obte- 
nue, caracterise par le fait que ladite propriete 
est I'aptitude a simuler un site de liaison d'une 
molecule donnee pour un recepteur donne et 
que Ton effectue le criblage et/ou la selection 
de la souche de cellules-notes modifiee pro- 
duisant au moins un peptide, polypeptide ou 
proteine ayant cette propriete en obtenant une 
certaine quantite du recepteur et en utilisant 
cette quantite de recepteur pour identifier les 
souches contenant ce peptide ou polypeptide 
qui se lient avec ledit recepteur, puis en culti- 
vant les souches ainsi identifies et en sepa- 
rant et en purifiant le peptide, polypeptide ou 
proteine produit par ces souches et, finale- 
ment, en soumettant ce peptide, ou polypepti- 
de ou cette proteine a un essai in vitro pour 
verifier qu'il, ou elle, presente bien ladite pro- 
priete. 

12. Utilisation de peptides, polypeptides ou protei- 
nes obtenus par le procede selon la revendica- 
tion 6 ou la revendication 7, comme substance 
active pour la preparation d'un medicament 
ayant une action pharmacologique et/ou chi- 
miotherapeutique. 



13. Utilisation de peptides, polypeptides ou protei- 
nes, obtenus par le procede selon la revendi- 
cation 6, pour diminuer, in vitro , la concentra- 
tion en anticorps libres specifiques contre ledit 

5 antigene par ligation entre ces peptides, poly- 

peptides ou proteines et ces anticorps. 

14. Utilisation de peptides, polypeptides ou protei- 
nes, selon la revendication 8 ou la revendica- 

10 tion 9, comme substance active pour la prepa- 

ration d'un agent suppresseur d'hypersensibili- 
te immunitaire. 

15. Utilisation de peptides, polypeptides ou protei- 
is nes, obtenus par le procede selon la revendi- 
cation 8 ou la revendication 9, comme subs- 
tance active pour la preparation d'un agent de 
creation d'une tolerance a regard dudit antige- 
ne. 

20 

16. Procede selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que I'antigene est I'EGF. 

17. Utilisation de peptides, polypeptides ou protei- 
25 nes obtenus par le procede selon la revendica- 
tion 16, comme substance active pour la pre- 
paration d'un medicament pour le traitement 
chimiotherapeutique des epitheliomes. 

30 18. Application du procede selon la revendication 
8 ou la revendication 9 pour la preparation 
d'un vaccin, caracterisee par le fait que ladite 
propriete est I'aptitude a simuler un epitope 
d'une autre molecule. 

35 

19. Application du procede selon la revendication 

8 pour la preparation d'un vaccin, caracterisee 
par le fait que Ton obtient des anticorps contre 
un agent pathogene et on les utilise pour iden- 

40 tifier au moins un gene capable d'etre exprime 

sous forme de peptide, polypeptide ou protei- 
ne ayant au moins un epitope semblable a Tun 
des epitopes de I'agent pathogene, on utilise 
I'information genetique ainsi obtenue pour pro- 

45 duire au moins un tel peptide ou polypeptide 

ou une telle proteine que Ton utilise pour la 
production d'un vaccin contre I'agent pathoge- 
ne. 

so 20. Application du procede selon la revendication 

9 pour la preparation d'un vaccin, caracterisee 
par le fait que Ton isole des anticorps contre 
un agent pathogene et on les utilise pour iden- 
tifier les clones produisant au moins un pepti- 

55 de ou polypeptide, ou au moins une proteine 

ayant au moins un epitope semblable a I'un 
des epitopes de I'agent pathogene, on cultive 
les souches de cellules-hotes modifiees cor- 

16 
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respondant a ces clones, de fagon a produire 
ledit peptide ou polypeptide ou ladite proteine, 
on isole et purifie ce peptide ou polypeptide 
ou cette proteine, a partir des cultures de ces 
souches de cellules, et on I'utilise pour la 5 
production d'un vaccin contre I'agent pathoge- 
ne. 

21. Application selon la revendication 19 ou la 
revendication 20 pour la preparation d'un vac- io 
cin anti-HVB, caracterisee par le fait que Ton 
extrait et Ton purifie au moins une proteine de 
capside de virus HVB, on injecte cette proline 
dans Torganisme d'un animal capable de for- 
mer des anticorps contre cette proteine, on js 
recueille et on purifie les anticorps ainsi for- 
mes, on utilise ces anticorps pour identifier les 
clones produisant au moins un peptide ou po- 
lypeptide ou au moins une proteine ayant au 
moins un epitope semblabfe a Tun des epito- 20 
pes du virus HVB, on cultive les souches de 
ceilules-hdtes modifiees correspondant a ces 
clones, de fagon a produire (edit peptide ou 
polypeptide ou ladite proteine, on isole et puri- 
fie ce peptide ou polypeptide ou cette proteine 25 
a partir des cultures de ces souches de cellu- 
les, et on I'utilise pour la production d'un vac- 
cin anti-HVB. 

22. Procede de production de peptides, polypepti- 30 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement, 

au sein d'un meme milieu, une pluralite de 
genes au moins partieilement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 35 
fagon a produire une biliotheque de genes, on 
amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 
moins un gene capable d'etre exprime sous 
forme de peptide, polypeptide ou proteine 40 
ayant ladite propriete, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteine en utilisant 
rinformation genetique ainsi obtenue, caracteri- 
se par le fait que ladite propriete est ('aptitude 
a se lier a un compose regulateur de I'activite 45 
de transcription ou de replication de I'ADN, 
I'activite de traduction de TARN ou d'autres - 
activites moleculaires. 

23. Utilisation d'un peptide ou polypeptide, ou 50 
d'une proteine, obtenu par un procede selon 
lequel on fournit simultanement, au sein d'un 
meme milieu, une pluralite de genes au moins 
partieilement constitues de polynucleotides 
synthetiques stochastiques, de fagon a produi- 55 
re une bibliotheque de genes, on amplifie les 
genes, on effectue un criblage et/ou une selec- 
tion, de fagon a identifier au moins un gene 



capable d'etre exprime sous forme de peptide, 
polypeptide ou proteine ayant I'aptitude a se 
lier a un ligand donne, et Ton produit au moins 
un peptide, polypeptide ou proteine en utilisant 
rinformation genetique ainsi obtenue pour la 
detection et/ou la titration d'un ligand. 

24. Procede selon la revendication 22, caracterise" 
par le fait que ledit compose" est une proline 
regulatrice de I'activite" de transcription ou de 
replication de I'ADN. 

25. Procede selon la revendication 22, caracterise 
par le fait que ledit compose* est choisi parmi 
les sequences d'ADN et d'ARN. 

26. Utilisation d'une sequence d'ADN obtenue par 
un procede selon lequel on fournit simultane- 
ment, au sein d'un meme milieu, une pluralite 
de genes au moins partieilement constitues de 
polynucleotides synthetiques stochastiques, de 
fagon a produire une bibliotheque de gene, on 
amplifie les genes, on effectue un criblage 
et/ou une selection, de fagon a identifier au 
moins un gene contenant une sequence d'ADN 
ayant I'aptitude a se lier a un compose regula- 
teur de I'activite de transcription ou de replica- 
tion de I'ADN, et on produit une telle sequence 
d'ADN en utilisant rinformation genetique ainsi 
obtenue, comme sequence cis-regulatrice de 
la replication ou de la transcription d'une se- 
quence d'ADN voisine. 

27. Utilisation d'une proline, obtenue par le pro- 
cede selon la revendication 22, pour modifier 
les proprietes de transcription ou de replication 
ou de stabilite d'une sequence d'ADN, dans 
une cellule contenant cette sequence d'ADN et 
exprimant cette proteine. 

28. Procede de production d'un ensemble de pep- 
tides, polypeptides ou proteines capable de 
catalyser une sequence de reactions chimi- 
ques conduisant a la formation d'au moins un 
compose desire, caracterise en ce qu'il com- 
prend les operations suivantes: 

a) production d'une bibliotheque de sequen- 
ces de polynucleotide au moins partielie- 
ment composees de polynucleotides syn- 
thetiques stochastiques; 

b) introduction des sequences de polynu- 
cletode, ainsi obtenues, dans des ceilules- 
hotes; 

c) culture simultanee des ceilules-hotes 
transformees renfermant lesdites sequences 
de polynucleotides, de maniere a doner 
ces sequences de polynucleotides et provo- 
quer la production d'un premier ensemble 
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29. 



de peptides, polypeptides ou proteines ex- 
primes par au moins certaines de ces se- 
quences; 

d) combinaison de ce premier ensemble de 
peptides, polypeptides ou proteines avec 
une collection de precurseurs pour ledit 
compose* desire, dans des conditions favo- 
rables a ladite sequence de reactions chimi- 
ques; 

e) detection de la formation eventuelle dudit 
compose* desire et, dans le cas ou cette 
formation est effectivement detectee, sepa- 
ration du premier ensemble de peptides, 
polypeptides ou proteines en une pluralite 
de sous-ensembles; 

0 combinaison de chacun de ces sous- 
ensembles avec ladite collection de precur- 
seurs, dans des conditions favorables a la- 
dite sequence de reactions chimiques; 

g) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation eventuelle dudit compose 
desire et separation de chaque ensemble, 
dans lequel la formation de ce compose est 
effectivement detectee, en une nouvelle plu- 
ralite de sous-ensembles; et 

h) repetition des operations f) et g) jusqu'a 
identification de ('ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines qui catalyse la se- 
quence de reactions chimiques conduisant 
a la formation dudit compose desire. 

Procede de production d'un ensemble de pep- 
tides, polypeptides ou proteines capable de 
catalyser une sequence de reactions chimi- 
ques conduisant a ta formation d'au moins un 
compose desire, caracterise en ce qu'il com- 
prend les operations suivantes: 

a) production d'une bibliotheque de sequen- 
ces de polynucleotide au moins partielle- 
ment composees de polynucleotides syn- 
thetiques stochastiques; 

b) introduction des sequences de polynu- 
cletode, ainsi obtenues, dans des cellules- 
notes; 

c) culture simultanee des cellules-hotes 
transformers renfermant lesdites sequences 
de polynucleotides, de maniere a produire 
un premier ensemble de cellules-hotes et a 
doner les sequences de polynucleotides, 
de fagon a provoquer la production d'un 
premier ensemble de peptides, polypepti- 
des ou proteines exprimes par au moins 
certaines de ces sequences; 

d) combinaison des peptides, polypeptides 
ou proteines produits par ce premier en- 
semble de cellules-hotes avec une collec- 
tion de precurseurs pour ledit compose 
desire, dans des conditions favorables a 



ladite sequence de reactions chimiques; 

e) detection de la formation eventuelle dudit 
compose* desire et, dans le cas ou cette 
formation est effectivement detectee, sepa- 

5 ration du premier ensemble de cellules-ho- 

tes en une pluralite* de sous-ensembles; 

f) combinaison des peptides, polypeptides 
ou proteines produits par chacun de ces 
sous-ensembles de cellules-hotes avec ladi- 

10 te collection de precurseurs, dans des 

conditions favorables a ladite sequence de 
reactions chimiques; 

g) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation eventuelle dudit compose* 

is desire avec les peptides, polypeptides ou 

proteines produits par chacun d'eux, et se- 
paration de chaque ensemble, dans lequel 
la formation de ce compose est effective- 
ment detectee, en une nouvelle pluralite de 

20 sous-ensembles; et 

h) repetition des operations f) et g) jusqu'a 
identification de Tensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines qui catalyse la se- 
quence de reactions chimiques conduisant 

25 a la formation dudit compose desire. 

30. Procede de production d'un ensemble de pep- 
tides, polypeptides ou proteines capable de 
catalyser une sequence de reactions chimi- 
30 ques conduisant a la formation d'au moins un 

compose desire, caracterise en ce qu'il com- 
prend les operations suivantes: 

a) operation selon laquelle on fournit, dans 
un premier ensemble, un grand nombre de 
35 peptides, polypeptides ou proteines diffe- 

rents, dont au moins une partie ont I'aptitu- 
de de catalyser une sequence de reactions 
chimiques conduisant a la formation dudit 
compose desire; 
40 b) combinaison de ce premier ensemble de 

peptides, polypeptides ou proteines avec 
une collection de precurseurs pour ledit 
compose desire, dans des conditions favo- 
rables a ladite sequence de reactions chimi- 
45 ques; 

c) detection de la formation eventuelle dudit 
compose desire et, dans le cas ou cette 
formation est effectivement detectee, sepa- 
ration du premier ensemble de peptides, 

so polypeptides ou proteines en une pluralite 

de sous-ensembles; 

d) combinaison de chacun de ces sous- 
ensembles avec ladite collection de precur- 
seurs, dans des conditions favorables a la- 
ss dite sequence de reactions chimiques; 

e) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation eventuelle dudit compose 
desire et separation de chaque ensemble, 
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dans leque! la formation de ce compose est 
effectivement detectee, en une nouvelle plu- 
rality de sous-ensembles; et 
f) repetition des operations d) et e) jusqu'a 
identification d'un ensemble de peptides, 5 
polypeptides ou proteines qui catalyse la 
sequence de reactions chimiques condut- 
sant a la formation dudit compose desire. 

31. Utilisation d'un ensemble de peptides, poly- io 
peptides ou proteines ayant une activity enzy- 
matique, obtenu par fe procede selon la reven- 
dication 29 ou la revendication 30, pour la 
production d'un compose chimique ayant une 
propriete desiree, caracterisee en ce qu'elle 15 
comprend les operations suivantes: 

a) mise en reaction dudit ensemble, dans 
lequel les differents peptides, polypeptides 
ou proteines correspondent a une pluralite" 
d'activites catalytiques differentes, avec un 20 
groupe constitue d'une pluralite de subs- 
trats differents, de fagon a produire au 
moins un compose chimique differant des 
peptides, polypeptides ou proteines de de- 
part presents dans le melange reactionnel; 25 

b) criblage et/ou selection du melange reac- 
tionnel en vue de ('identification de la pre- 
sence d'un compose chimique ayant ladite 
propriete desiree, et 

c) la separation dudit compose chimique du 30 
melange reactionnel. 

32. Procede de production d'un compose, en utili- 
sant un ensemble de peptides, polypeptides 

ou proteines capable de catalyser une sequen- 55 
ce de reactions chimiques conduisant a la 
formation de ce compose, caracterise en ce 
qu'il comprend les operations suivantes: 

a) production d'une bibliotheque de sequen- 
ces de polynucleotide au moins partielle- 40 
ment composees de polynucleotides syn- 
thetiques stochastiques; 

b) introduction des sequences de polynu- 
cletode, ainsi obtenues, dans des cellules- 
notes; 45 

c) culture simultanee des cellules-hotes 
transformees renfermant lesdites sequences 
de polynucleotides, de maniere a doner les 
sequences de polynucleotides stochasti- 
ques et provoquer la production d'un pre- 50 
mier ensemble de peptides, polypeptides 

ou proteines exprimes par au moins certai- 
nes de ces sequences de polynucleotides; 

d) combinaison de ce premier ensemble de 
peptides, polypeptides ou proteines avec 55 
une collection de precurseurs pour ledit 
compose desire, dans des conditions favo- 
rables a ladite sequence de reactions chimi- 



ques; 

e) detection de la formation eventuelle dudit 
compose desire et. dans le cas ou cette 
formation est effectivement detected, sepa- 
ration du premier ensemble de peptides, 
polypeptides ou prolines en une pluralite 
de sous-ensembles; 

f) combinaison de chacun de ces sous- 
ensembles avec ladite collection de precur- 
seurs, dans des conditions favorables a la- 
dite sequence de reactions chimiques; 

g) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation eventuelle dudit compose 
desire et separation de chaque ensemble, 
dans lequel la formation de ce compose est 
effectivement detected, en une nouvelle plu- 
ralite de sous-ensembies; 

h) repetition des operations f) et g) jusqu'a 
identification de I'ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines qui catalyse la se- 
quence de reactions chimiques conduisant 
a la formation dudit compose desire; et 

i) utilisation de I'ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines, ainsi identifie, pour 
produire ledit compose desire a partir d'une 
collection de precurseurs pour ce compose. 

33. Procede de production d'un compose, en utili- 
sant un ensemble de peptides, polypeptides 
ou proteines capable de catalyser une sequen- 
ce de reactions chimiques conduisant a la 
formation de ce compose, caracterise en ce 
qu'il comprend les operations suivantes: 

a) production d'une bibliotheque de sequen- 
ces de polynucleotide au moins partielle- 
ment composees de polynucleotides syn-. 
thetiques stochastiques; 

b) introduction des sequences de polynu- 
cletode, ainsi obtenues, dans des cellules- 
hotes; 

c) culture simultanee des cellules-hotes 
transformees renfermant lesdites sequences 
de polynucleotides, de maniere a obtenir un 
premier ensemble de cellules-hotes culti- 
vees et a doner les sequences de polynu- 
cleotides et provoquer la production d'un 
premier ensemble de peptides, polypepti- 
des ou proteines exprimes par au moins 
certaines de ces sequences de polynucleo- 
tides; 

d) combinaison de ce premier ensemble de 
peptides, polypeptides ou proteines pro- 
duits par le premier ensemble de cellules- 
hotes cultivees avec une collection de pre- 
curseurs pour ledit compose desire, dans 
des conditions favorables a ladite sequence 
de reactions chimiques; 
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e) detection de la formation eventuelle dudit 
compose desire et, dans le cas ou cette 
formation est effectivement d£tectee, sepa- 
ration du premier ensemble de cel!ules-ho- 
tes cultivees en une pluraiite de sous-en- 
sembles; 

f) combinaison des peptides, polypeptides 
ou proteines produits par chacun de ces 
sous-ensembles avec ladite collection de 
precurseurs, dans des conditions favorables 
a ladite sequence de reactions chimiques; 

g) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation Eventuelle dudit compose 
desire avec les peptides, polypeptides ou 
proteines produits par chacun de ces sous- 
ensembles et separation de chaque ensem- 
ble, dans lequel la formation de ce compo- 
se est effectivement detectee, en une nou- 
velle pluraiite* de sous-ensembles; 

h) repetition des operations f) et g) jusqu'a 
identification de ['ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines qui catalyse la se- 
quence de reactions chimiques conduisant 
a la formation dudit compose desire; et 

i) utilisation de I'ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines, ainsi identifie, pour 
produire ledit compose desire a partir d'une 
collection de precurseurs pour ce compose. 

34. Procede de production d'un compose, en utili- 
sant un ensemble de peptides, polypeptides 
ou proteines capable de catalyser une sequen- 
ce de reactions chimiques conduisant a la 
formation de ce compose, caracterise en ce 
qu'il comprend les operations suivantes: 

a) operation selon faquelte on fournit, dans 
un premier ensemble, un grand nombre de 
peptides, polypeptides ou prolines diffe- 
rents, dont au moins une partie ont I'aptitu- 
de de catalyser une sequence de reactions 
chimiques conduisant a la formation dudit 
compose desire; 

b) combinaison de ce premier ensemble de 
peptides, polypeptides ou proteines avec 
une collection de precurseurs pour ledit 
compose desire, dans des conditions favo- 
rables a ladite sequence de reactions chimi- 
ques; 

c) detection de la formation eventuelle dudit 
compose desire et, dans le cas ou cette 
formation est effectivement detectee, sepa- 
ration du premier ensemble de peptides, 
polypeptides ou proteines en une pluraiite 
de sous-ensembles; 

d) combinaison de chacun de ces sous- 
ensembies avec ladite collection de precur- 
seurs, dans des conditions favorables a la- 
dite sequence de reactions chimiques; 



e) detection, dans chaque sous-ensemble, 
de la formation eventuelle dudit compose 
desire et separation de chaque ensemble, 
dans lequel la formation de ce compose est 

5 effectivement detectee, en une nouvelle plu- 

raiite de sous-ensembles; 

f) repetition des operations d) et e) jusqu'a 
identification de I'ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines qui catalyse la se- 

io quence de reactions chimiques conduisant 

a la formation dudit compose desire; et 

g) utilisation de I'ensemble de peptides, po- 
lypeptides ou proteines, ainsi identifie, pour 
produire ledit compose desire a partir d'une 

is collection de precurseurs pour ce compose. 

35. Procede de production d'une sequence d'ARN 
ayant au moins une propriete donnee, selon 
lequel on produit une bibliotheque de genes, 

20 on amplifie et on traduit ces genes de fag on a 

produire des peptides ou polypeptides ou des 
proteines exprimes par au moins Tun des ge- 
nes de cette bibliotheque, Con effectue un cri- 
blage et/ou une selection de facon a identifier 

25 au moins une sequence d'ARN ayant ladite 

propriete, et Ton produit une telle sequence 
d'ARN en utilisant reformation genetique ainsi 
obtenue, caracterise en ce que les genes sont, 
au moins partiellement, composes de polynu- 

30 cleotides synthetiques stochastiques. 

36. Bibliotheque de genes, caracterisee en ce que 
chacun des genes est, au moins partiellement, 
compose de polynucleotides synthetiques sto- 

35 chastiques, en tant que produit intermediate 

dans le procede selon Tune des revendications 
1 , 3 et 8. 

37. Bibliotheque de cellules-hotes transformers, 
40 caracterisee en ce que chacune des cellules- 
notes transformee contient au moins un gene 
au moins partiellement compose de polynu- 
cleotides synthetiques stochastiques, en tant 
que produit intermediate dans le procede se- 

45 Ion la revendication 9. 

38. Bibliotheque de genes, caracterisee en ce que 
chacun des genes est, au moins partiellement, 
compose de polynucleotides synthetiques sto- 

so chastiques, en tant que produit intermediate 

dans un procede de production de peptides, 
polypeptides ou proteines ayant au moins une 
propriete donnee, selon lequel on fournit simul- 
tanement, au sein d'un meme milieu, une plu- 

55 ralite de genes au moins partiellement compo- 

ses de polynucleotides synthetiques stochasti- 
ques, de fagon a produire une bibliotheque de 
genes, on amplifie les genes, on effectue un 
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criblage et/ou une selection, de fagon a identi- 
fier au moins un gene capable d'etre exprime 
sous forme de peptide, polypeptide ou protei- 
ns ayant ladite propriete, et Ton produit au 
moins un peptide, polypeptide ou proteine en s 
utilisant ('information genetique ainsi obtenue. 

39. Bibliotheque de genes, caracterisee en ce que 
chacun des genes est, au moins partiellement, 
compose de polynucleotides synthetiques sto- 10 
chastiques, en tant que produit intermedial re 
dans un procede de production d'ADN ou 
d'ARN ayant au moins une propriete donnee, 
selon lequel on fournit simultan£ment. au sein 
d'un meme milieu, une pluralite de genes au 75 
moins partiellement composes de polynucleoti- 
des synthetiques stochastiques, de facon a 
produire une bibliotheque de genes, on ampli- 

fie les genes, on effectue un criblage et/ou une 
selection, de fagon a identifier au moins un 20 
gene capable d'etre exprime sous forme 
d'ADN bu d'ARN ayant ladite propriete, et Ton 
produit au moins un ADN ou ARN en utilisant 
reformation genetique ainsi obtenue. 

25 

40. Bibliotheque de cellules-hotes transformers, 
caracterisee en ce que chacune des cellules- 
hotes transformed contient au moins un gene 
au moins partiellement compose de polynu- 
cleotides synthetiques stochastiques, en tant 30 
que produit intermediate dans un procede de 
production de peptides, polypeptides ou pro- 
lines ayant au moins une propriete donnee, 
selon lequel on fournit simultan6ment, au sein 

d'un meme milieu, une pluralite de genes au 35 
moins partiellement composes de polynucleoti- 
des synthetiques stochastiques, de fagon a 
produire une bibliotheque de genes, on amplt- 
fie les genes, on effectue un criblage et/ou une 
selection, de fagon a identifier au moins un 40 
gene capable d'etre exprime sous forme de 
peptide, polypeptide ou proteine ayant ladite 
propriete, et Ton produit au moins un peptide, 
polypeptide ou proteine en utilisant I'informa- 
tion genetique ainsi obtenue, ce procede com- 45 
prenant, en outre, ('introduction desdits genes 
dans des cellules-hotes, de fagon a produire 
une bibliotheque de cellules-hotes modifiees 
renfermant ces genes, le criblage et/ou la se- 
lection etant effectues sur la bibliotheque de 50 
cellules-hotes modifiees ainsi obtenues. 

41. Bibliotheque de cellules-hotes transformers, 
caracterisee en ce que chacune des cellules- 
hotes transformed contient au moins un gene 55 
au moins partiellement compose de polynu- 
cleotides synthetiques stochastiques, en tant 

que produit intermediaire dans un procede de 



production d'ADN ou d'ARN ayant au moins 
une propriete donnee, selon lequel on fournit 
simultanement, au sein d'un meme milieu, une 
pluralite de genes au moins partiellement com- 
poses de polynucleotides synthetiques sto- 
chastiques, de fagon a produire une bibliothe- 
que de genes, on amplifie les genes, on effec- 
tue un criblage et/ou une selection, de fagon a 
identifier au moins un gene capable d'etre 
exprime sous forme de peptide, polypeptide 
ou proteine ayant ladite propriete, et Ton pro- 
duit au moins un ADN ou ARN en utilisant 
I'information genetique ainsi obtenue, ce pro- 
cede comprenant, en outre, I'introduction des- 
dits genes dans des cellules-hotes, de fagon a 
produire une bibliotheque de cellules-hotes 
modifiees renfermant ces genes, le criblage 
et/ou la selection etant effectues sur la biblio- 
theque de cellules-hotes modifiees ainsi obte- 
nues. 
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